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緒言 
セレン (Se)は原子番号 34 の元素で酸素、硫黄、テルルと同族のカルコ
ゲンであり、1817 年、スウェーデンの化学者イェンス · ベルセリウスに
よってテルルと共に発見された。1930 年代、セレン過剰摂取により家畜
にアルカリ病などの中毒症が見られたことから、セレンは当初、有毒元
素としてしか認識されていなかった。しかし、1957  年、Schwarz と Folzl
は、ビタミン E の欠乏症状の治療にセレンが有効であることを明らかに
し(Schwarz et al., 1957)、さらには 1973 年に Rotruck らにより、セレンが
Glutathione peroxidase (GPx)の構成成分であることが見出され(Rotruck et 
al., 1973)、セレンが必須微量元素であることが知られるようになった。
1935 年には、ヒトにおけるセレン欠乏症、中国黒竜江省の克山地域で発
生した克山病 (Keshan disease) (Schwarz et al., 1957; Tan et al., 2002) が報告
され、これまでにこの病気で数千人が死亡した。Keshan disease は流行性
の心筋障害であり、小児や妊娠期の女性に多くみられ、うっ血性心筋症
が主病変であり、臨床症状は突然発生する心原生ショックによる死、う
っ血性心不全による死であった。Keshan disease 発現地域の住民に sodium 
selenite を経口投与 (0.5 – 1 mg/week) することによりこの疾患のこの疾患
の発生率・死亡率を激減させることができ、生体におけるセレンの必須
性が一層注目されるようになった。また、セレンは精子形成、精子の正
常な運動機能の維持に必須であること(Strauss, 1999; Ursini et al., 1999)、
セレンは生体内で GPx, thioredoxin reductase (TrxR) などの selenoprotein 
(Se-protein)の活性中心、selenocysteine (SeCys) (Veres et al., 1994; Birringer 
et al., 2002; Suzuki, 2005) として働くことから抗酸化作用をもつミネラル
とであるとして、男性、女性を問わずサプリメント (fig. 1) としての利用
が増加している。しかし、Se は必須微量元素であると同時に有害元素で
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もある(Birringer et al., 2002; Tinggi, 2003)。Se はその適正摂取範囲が非常
に狭い元素であることがしられており、WHO は Se の recommended 
dietary allowance: RDA を 31 μ g/day/adult, upper limit: UL を  400μ
g/day/adult と定めている。 
 
 
 
 
 
 
                       Fig. 1. Various selenium containing supplements.  
 
近年、米国では African Americans に前立腺がんが多発し、深刻な社会
問題となっている (fig. 2) 。セレン強化イーストを用いた多くの臨床試験
でセレンに前立腺がん予防効果が確認されたことから、現在、米国では
セレンを被験物質とした大規模な第 III 相臨床試験 Selenium and Vitamin E 
Cancer Prevention Trial (SELECT) が行われている。しかし SELECT ではセ
レンに前立腺がん予防効果が認められていない。これまでの SELECT 以
前の臨床試験ではセレンに前立腺がん予防効果が確認されながら、
SELECT でセレンが前立腺がん予防に有意な結果を残すことができなか
った理由の一つとして、以前の臨床試験では被験者へのセレンの摂取形
態としてセレン強化イーストが利用されてきたが(Costello, 2001; Lippman 
et al., 2005; Fakih et al., 2006)、SELECT ではセレン強化イーストの主成分
selenomethionine (SeMet)のみを被験者に投与している(Lippman et al., 2005)
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ことが問題であるとする指摘が多くなされている(Hatfield and Gladyshev, 
2009; Lippman et al., 2009)。本研究では、これらの結果を踏まえ、セレン
が抗腫瘍作用をよりよく発揮できるセレンの化学形がどのようなもので
あるかについて研究した。 
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Fig. 2. Age-adjusted prostate cancer incidence rates by year, race and age in 
U.S.. (Adapted from SEER Cancer Statistic Review 1975-2006, National Cancer 
Institute, U.S. National Institutes of Health: (http://srab.cancer.gov/joinpoint/) 
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略語一覧 
DMSe: dimethylselenide 
DMSeO: dimethylselenoxide 
GHS: Glutathione 
GPx: Glutathione peroxidase  
ICP-MS: inductively coupled plasma mass spectrometry. 
MeSeCys: methylselenocysteine 
MSAIV: methylseleninic acid. 
MSAVI: methylselenonic acid. 
SeCys: selenocysteine 
SELECT: Selenium and Vitamin E Cancer Prevention Trial 
Sel P: selenoprotein P 
SeMet: selenomethionine 
Se-protein: selenoprotein 
Se-sugar: selenosugar 
THF: tetrahydrofuran 
TMSe: trimethylselenonium ion 
TrxR: thioredoxin reductase  
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Chapter I 
77Se-methylseleninic acid と 3 種の類似化合物の利用および代謝
の同時比較 
 
序論 
 セレンには抗腫瘍作用があり、この抗腫瘍作用の発揮には selenide で
はなく、セレンの段階的メチルの過程で生じる methylselenol が重要な役
割を担っている(Ip, 1998; Ip et al., 2000; Hu et al., 2005; Lee et al., 2006; 
Jackson and Combs, 2008)。初期のセレンの代謝研究では、セレンが超微
量元素であるため、生体中のセレンを測定することが難しい元素であっ
たこともあり、「selenite, SeMet 等を摂取するとセレンは主に尿中にトリ
メチル化体の trimethylselenonium ion (TMSe)として排泄される。」と信じ
られていた(Francesconi and Pannier, 2004; Suzuki, 2005)。また、一部が呼
気中にジメチル化体の dimethylselenonide (DMSe)として排泄されているこ
とから、セレンの代謝は、ヒ素、テルルなどと同様にもっぱらメチル化
されることにより行われると考えられ、methylselenol は生体内で DMSe, 
TMSe が生成される際の前駆体であると考えられている (fig. 1-1) 
(Birringer et al., 2002; Francesconi and Pannier, 2004)。セレンの代謝が専ら
selenide から段階的にメチル化を受け methylselenol, DMSe, TMSe へ代謝さ
れると考えると、セレンを摂取するとその代謝の過程で methylselenol は
効率的に生じているものと推定される(Birringer et al., 2002)。
 
Fig. 1-1. Proposed serial methylation metabolism of Se. 
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 しかし、近年の研究ではセレンは尿中にトリメチル化体の TMSe として
尿中に排泄されることは非常にまれであり、摂取したセレンは、実際は
尿中には生体内で selenide から合成されるとされる selenosugar という化
学形で排泄されることが報告されている (fig. 1-2) (Kobayashi et al., 2002; 
Ogra et al., 2002; Francesconi and Pannier, 2004)。 
 
Fig. 1-2. Selenosugars are major urinary metabolites of Se. 
すなわち、尿中に TMSe でなく、selenosugar が主に排泄されているこ
とから、生体内では selenide から selenosugar が合成され尿中に排泄され、
これまで methylselenol を生じるとされた selenide->methylselenol->DMSe-
>TMSe の段階的メチル化は生体内であまり効率よく機能していないので
はないかと考えられる。そもそも methylselenol は DMSe, TMSe 生成の前
駆体として想定されたが、実際には methylselenol は揮発性で反応性が高
いこと、セレン自身が超微量元素であることから、生体内に存在する
methylselenol 本体を測定することは困難であることなどを理由に
methylselenol の代謝についてはほとんど研究されてこなかった。
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Methylselenol はセレンの抗腫瘍作用発揮に重要な役割を果たしていると
されているにも関わらず、その代謝についてほとんど研究報告がないこ
とは問題であると考え、methylselenol, selenide を生体に投与し、その代謝
物を測定することにより methysleneol の代謝について研究を行うことと
にした。Selenide, methylselenol は揮発性で、反応性が高く直接取り扱う
ことができないため、selenide は selenide の酸化型である 4 価の無機セレ
ン selenite、 6 価の無機セレン selenate、methylselenol は 4 価のモノメチル
化セレン methylseleninic aicd (MSAIV)、6 価の methylselenonic aicd (MSAVI) 
としてそれぞれ異なる安定同位体で標識した後 (fig. 1-3)、同時にラット
に投与し、ラット生体内で selenite, selenate から selenide, MSAIV, MSAVIか
ら methylselenol を生じさせた(Kice and Lee, 1978; Ip et al., 2000; Suzuki, 
2005)。標識化合物を投与した後、それぞれの標識化合物に由来する代謝
物を inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)で測定した。 
 
Fig. 1-3. Chemical structures of selenite, selenate, MSAIV and MSAVI labled 
with stable isotopes.  
 
しかし、セレンは必須元素であるため、ラット体内には安定同位体標
識化合物投与以前にラット体内に内在する 74Se, 76Se, 77Se, 78Se, 80Se, 82Se
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の 6 つの安定同位体が同位体比 (74Se: 76Se: 77Se: 78Se: 80Se : 82Se = 0.89: 
9.37: 7.63: 23.77: 49.7: 8.73)で存在している。セレンを生体に投与し、そ
の代謝物を測定する上で、投与したセレンに由来する代謝物、セレン化
合物投与以前に生体内に存在していたセレン化合物に由来する代謝物を
区別して考える必要がある。本研究では安定同位体標識化合物投与以前
にラット体内に内在するセレンを単一の 80Se に置き換えることにより標
識セレン化合物とラット体内に内在していたセレンに由来するセレン代
謝物を区別することを試みた (fig. 1-4) 。 
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Fig. 1-4. An illustration of excreted selenium metabolites after 
administration of labeled selenocompounds to a normal rat (a) and a rat 
whose endogenous Se was replace with 80Se (b). 
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研究 1-1 
 
ラット体内に内在するセレンの 80Se への置換 
 
本研究では、82Se-selenite, 78Se-selenate, 77Se-MSAIV, 76Se-MSAVIの 4 種の
異なる安定同位体で標識した異なるセレン化合物をラットに投与し、こ
れらのトレーサーに由来する代謝物を測定した。しかし、セレンは必須
微量元素であり、ラット体内にも 74Se, 76Se, 77Se, 78Se, 80Se, 82Se の 6 つの
安定同位体が安定同位体存在比(74Se: 76Se: 77Se: 78Se: 80Se : 82Se = 0.89: 9.37: 
7.63: 23.77: 49.7: 8.73)で存在している。82Se-selenite, 78Se-selenate, 77Se-
MSAIV, 76Se-MSAVIをラットに投与する前に次の処理を行った。 
ラットに Se-deficient diet (selenium concentration < 0.02 μg/g diet) (Oriental 
Yeast Co., Ltd., Tokyo, Japan)と 80Se-selenite (1.0 µg Se/mL)を与えて、尿中
に排泄されるセレンを ICP-MS で測定することにより、ラット体内で
76Se, 77Se, 78Se, 82Se が 80Se に置換される過程を調べた。 
 
方法 1-1 
試薬 
 
 80Se (99.5% enriched) は Isoflex USA, San Francisco, USA から購入した。
80Se-selenite は 80Se (99.5)を濃硝酸で酸化し、NaOH で中和し調製した
(Suzuki and Itoh, 1997)。 
 
80Se-selenite による内在性 76Se, 77Se, 78Se, 82Se の 80Se による置換 
雄性 3 週齢 Wistar rat (Clea Japan Inc., Tokyo, Japan)を 24 h の馴化後、ラ
ットの内在性 Se を枯渇させるために Se-deficient diet (selenium 
concentration < 0.02 μg/g diet) (Oriental Yeast Co., Ltd., Tokyo, Japan)と 80Se-
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selenite (1.0 µg Se/mL)を含有する飲料水を 14 日間自由摂取させ、ラット
の体内の内在性 Se を一つの安定同位体 80Se で置換した。引き続き、内在
性 76Se, 77Se, 78Se, 82Se を枯渇したラット(以下、内在性 Se 枯渇ラットと呼
ぶ)に Se-deficient diet と metal free の蒸留水を 10 日間与え Se を欠乏させ
た。これにより、内在性 Se の大半は 80Se へと置き換わり他の内在性安定
同位体は無視でき、かつ Se が欠乏している rat を作製した(Suzuki et al., 
2006b)。 
 
HPLC-ICP-MS による 76Se, 77Se, 78Se, 82Se 排泄の確認 
 80Se-selenite を過剰に投与し、1-14 日間、尿を metabolic cage を利用し
て採取した。これを HPLC で分離し Agilent 7500cs ICP-MS, (Yokogawa 
Analytical Systems, Hachiouji, Japan)で D2 collision mode (Ogra et al., 2005)で
測定した。HPLC の分離条件は以下の通りである。 
 
Pump: PU713, GL Science Co., Ltd., Tokyo  
Column: Gel filtration column; Shodex Asahipak GS-320 7G (7.5 i.d. x 500mm 
with a guard column, 7.5 i.d. x 75 mm), Showa Denko, Tokyo 
Buffer: 50mM Tris-HNO3 pH 7.4 
Flow rate: 0.6 mL/min 
Injection volume: 20 μl 
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結果 1-1 
 
Se-deficient diet (selenium concentration < 0.02 μg/g diet) と 80Se-selenite 
(1.0 µg Se/mL) を含有する飲料水を 2 週間自由摂取させ、尿中に排泄され
るセレンを毎日測定した。1 日目から、14 日まで 80Se の尿中への排泄が
観察され、80Se を除く、76Se, 77Se, 78Se, 82Se の排泄は日を追うごとに減少
していった (fig. 1-5) 。14 日後には 76Se, 77Se, 78Se は HPLC-ICP-MS の検出
限界以下にまで尿中へのセレン排泄が減少した。82Se では 14 日後にも
selenosugar の溶出位置に相当する retention time 24 min 付近にピークが確
認できるが、これはサンプル中に 80Se が高濃度で存在するため、ICP-MS
内部で生じる 80SeD+による 82Se への干渉に由来するピークで、実際尿中
には 82Se はほとんど排泄されていないと考えられる (fig. 1-5) 。78Se につ
いては、検出限界以下ではあるが、selenosugar の retention time に相当す
る 24 min 付近に微小のピークが存在する。78Se の存在比 ( 74Se: 76Se: 77Se: 
78Se: 80Se : 82Se = 0.89: 9.37: 7.63: 23.77: 49.7: 8.73)は 80Se に次いで大きいた
めに、78Se は 76Se, 77Se, 82Se と比較して 80Se に置換しにくいためだと考え
られる。 
14 日間、尿中のセレン代謝物を測定しながら Se-deficient diet (selenium 
concentration < 0.02 μg/g diet) と 80Se-selenite (1.0 µg Se/mL)を含有する飲料
水を 2 週間自由摂取させた後、10 日間、セレンを含まない飲料水と Se-
deficient diet を与えた。その結果、ラットの尿中へのセレンの排泄は 80Se
を含めて HPLC-ICP-MS での測定限界以下にまで減少した。 
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Fig. 1-5. Changes in the distributions of selenium isotopes in urine on 
HPLC-ICP MS. Male rats of 3 weeks old were given a selenium-deficient diet 
and drinking water containing 80Se-selenite (1.0 μg Se/mL) ad libitum for 14 
days to replace endogenous natural abundance selenium with a single selenium 
isotope (80Se). 
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研究 1-2 
 
82Se-selenite, 78Se-selenate, 77Se-MSAIV, 76Se-MSAVIの代謝の比較 
 
体内で selenide を生じる selenite, selenate と体内で methysleneol を生じ
る,MSAIV, MSAVI の代謝をそれぞれ異なる安定同位体 (82Se-selenite, 78Se-
selenate, 77Se-MSAIV, 76Se-MSAVI) で標識したを同時に投与し、その代謝物
を測定することで代謝を比較研究した。 
 
試薬 
82Se-selenite, 78Se-selenate, 77Se-MSAIV, 76Se-MSAVIの調製 
76Se (99.8% enriched), 77Se (99.9), 78Se (97.8), 82Se (98.9) は Isoflex USA, 
San Francisco, USA から購入した。82Se-selenite は 82Se (98.9)を濃硝酸で酸
化し、NaOH で中和し調製した(Suzuki and Itoh, 1997)。78Se-selenate は
78Se (97.8)を濃硝酸で酸化し selenite としたのち、過酸化水素で酸化し
NaOH で中和した (Kobayashi et al., 2001)。 77Se-MSAIV は  77Se (99.9), 
(metallic powder, 7.0mg) を dry THF (1mL) に窒素雰囲気下懸濁し CH3Li (1 
M diethylether solution, 2.7 mL) を加え、室温で 5min 撹拌した。生成物で
ある CH3SeH を H2O2 (1 %, 0.3 mL) を 0.3mL dropwise で加えながら酸化し
た(Suzuki, 2006)。生成した 77Se-MSAIVは selenite, dimethylselenide (副生成
物)を除くため陰イオン交換カラム PRP X-100 で精製した。76Se-MSAVIは
76Se (99.8), (metallic powder, 7.0mg)を dry THF (1mL)に窒素雰囲気下懸濁し
CH3Li (1 M diethylether solution, 2.7 mL) を加え、室温で 5min 撹拌した。
これに H2O2 を過剰量加え、一昼夜放置した。  selenite, selenate, 
dimethylselenide (副生成物)を除くため陰イオン交換カラム PRP X-100 で
精製した。 
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動物実験とサンプル処理 
 雄性内在性 Se 枯渇ラット 7-8 週齢に 82Se-selenite, 78Se-selenate, 77Se-
MSAIV, 76Se-MSAVI混合溶液を 25 µg Se/kg body weight となるように単回
経口投与した。経口投与、0, 1, 2, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 h 後にラットをエー
テル麻酔し心採血した後 (n=3) 肝臓、腎臓、肺、膵臓を摘出した。集め
た血液は血清を得るため 1,600 g で 10 min 遠心した。また。各臓器の上
清を得るため、各臓器に 4 倍量の 50mM Tris-HCl buffer solution, pH 7.4 を
加え窒素雰囲気下 Polytron homogenizer (Kinematica, Switzerland)でホモジ
ナイズし、105,000 g で遠心した。 
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結果 1-2 
 
Se 化合物の単回経口投与後、0, 1, 2, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 h 後の肝臓、
腎臓中の 4 つの標識安定同位体濃度を fig. 1-6 に示した。どの臓器中の標
識化合物の濃度も時間の経過と共に増加した。肝臓では投与後約 2h まで
上昇しプラトーに達した。腎臓では約 3-6h で最大値を示し、投与後 72h
に渡って比較的肝臓よりも高い濃度を示した。各、標識安定同位体濃度
は 78Se>77Se=82Se>76Se の 順 で 高 い 濃 度 を 示 し 、 こ れ は
selenate>MSAIV=selenite>MSAVI の順で腸管からの吸収とそれに引き続く
肝臓や腎臓への移行が良好であったことを示していると考えられる。 
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Fig. 1-6. Time-related changes in the concentrations of selenium in the liver 
and kidneys after simultaneous oral administration of four 
selenocompounds. Male Wistar rats were depleted of natural abundance 
selenium with a single isotope (80Se). Then, a mixed solution of 82Se-selenite 
(open diamonds), 78Se-selenate (closed triangles), 77Se-methylseleninic acid 
(MSAIV) (open circles), and 76Se-methylselenonic acid (MSAVI) (closed squares) 
was administered orally to rats each at the dose of 25 µg/kg body weight, and 
then sacrificed 1, 2, 3, 6, 9, 12, 24, 48 or 72 h later. The depleted rats without 
administration served as a control. The concentrations of each labeled selenium 
isotope were expressed as (means, S.D.). *p<0.05 compared with each control 
value (time 0 h). 
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 各セレン化合物投与後 0, 2, 3, 9, 12, 24, 48, 72h 後に採取した血液を
1,600 g で 10 min 遠心し、serum を得た。これを HPLC で分離し Agilent 
7500cs ICPMS (Yokogawa Analytical Systems, Hachiouji, Japan) を detector と
し on-line で測定した。HPLC の分離条件は以下。 
Pump: PU713, GL Science Co., Ltd., Tokyo  
Column: Gel filtration column; Shodex Asahipak GS-520 7G (7.5 i.d. x 500mm 
with a guard column, 7.5 i.d. x 75 mm), Showa Denko, Tokyo 
Buffer: 50mM Tris-HCl pH 7.4 
Flow rate: 1.0 mL/min 
Injection volume: 200 μL 
HPLC での溶離後、ICP MS へ babington nebulizer を介して直接導入し D2 
reaction mode で測定した。ICP-MS の tuning は 76Se, 77Se, 78Se, 82Se の
m/z=76, 77, 78, 82 が同じ感度で検出できるよう細心の注意を払った。 
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Fig. 1-7. Changes in the distributions of  selenium isotopes of  four different 
precursor origins in serum on HPLC-ICP MS.  
The serum obtained from the same rats as used for Fig. 1-6 were subjected to 
HPLC-ICP MS analysis on a Shodex Asahipak GS-520 7G column to obtain the 
distribution profiles of  the four selenium isotopes of  82Se-selenite, 78Se-selenate, 
77Se-methylseleninic acid (MSAIV), and 76Se-methylselenonic acid (MSAVI) origins. 
Extracellular glutathione peroxidase (eGPx), selenoprotein P (Sel P), and 
germanium (Ge). The vertical bars indicate the detection levels of  the four labeled 
isotopes at 25 ng/mL. 
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 Fig. 1-7 に 4 種のセレン化合物投与後 0, 2, 3, 9h, 12, 24, 48, 72 h後の血清
中の標識化合物のdistributionを示した。Controlのprofileからわかることは
11.1 minにextracellular glutathione peroxidase (eGPx) の存在が確認できる。
また 13.6 minにselenoprotein (Sel P), 15.4 minにalbumineが確認できる。加
えて 76Seには 76Geのpeakが 20.4 minに確認できた。この 76Geのpeakは血
液採取時に使用したプラスチック容器からのcontaminationによる。82Seに
は 81Br1H+ (m/z=82)のpolyatomic ionによる干渉が 19.7minに観察された。
また、82Seのcontrolのelution profileの観察には注意を要する。本実験で用
いたdepleted ratは内在性のセレンが 80Seへと置き換えられているため体内
に多量の 80Seが存在する。そのため 80Seによる 80Se2D+ (m/z=82)の
polyatimic ionの干渉が観察された。80Se (m/z=80)による 82Se (m/z=82)への
干渉はわずか 0.5%にもみたないが 80Se-Sel P, 80Se-eGPxは体内に多量に存
在するため 82Seのpeak高さに限っては天然存在比 76Se: 77Se: 78Se: 82Se = 
9.37: 7.63: 23.77: 8.73 を満たさなかった。しかしこの現象は 80Seが 82Seに
対して過量に存在するcontrolで観察される事項であり 82Se投与後、82Seの
濃度が上昇した場合は無視しうる。この現象は後に述べる、fig. 1-9 の
controlの 82Seのprofileにも同様のことが言える。 
13.6 min の Sel P の peak は 4 つのセレン化合物投与後、どの化合物でも、
もっとも高い強度を示した。またどの化合物でも同様に投与後 6-12 h で
最高値を示している。これは体内に取り込まれた Se の Sel P の挿入が迅
速であり代謝回転も非常に速いという特徴(Burk et al., 2003)に一致する。
これに対し 11.1 min の eGPx のはどの化合物でも投与後約 12h から測定の
終了まで強度は弱いながらも peak は上昇し続けた。76Se と 77Se の 18.0 
min の 2h と 3h のみに観察される peak はそれぞれ MSAVI と MSAVI の
retention time に一致し、投与した化学形の intact な形で血清中に存在して
いる可能性が示唆された。しかし、今回用いた条件では MSAIVと MSAVI
は分離できていないため 77Se の 18.0 min の MSAIVは MSAVIが酸化された
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MSAVIである可能性がある。なぜならば selenite, MSAIVの Se の 4 価の化
学形は protein に bind しやすい形のため protein が多量に存在する serum
のなかで MSAIV の形でこの elution profile に出現するにはかなり大量の
MSAIV が存在しなければならないと考えられるからである。一方、78Se
の 17.0 min に出現している peak は selenate である。Selenate は投与後 2, 3 
h にのみ出現している。このことから、MSAVIと selenate はともに Se の 6
価の形であり、ともに投与後 intact な形で血清に存在していることがわ
かるすなわち、MSAVI と selenate は投与後腸管から還元などを受けずそ
のままの形で吸収されていることがわかる。また、77Se の 19.9 and 21.5 
min や 78Se の 18.4 and 20.0 min, 82Se の 17.9 min の peak など serum 中には
さまざまな peak が出現しているが、この peak に関してはどのような化
合物なのか同定できなかった。 
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 4 つの標識セレン化合物投与後の肝臓中の各標識安定同位体の
distribution について調べた (fig. 1-8) 。Se 投与後の尿中排泄物、血清中の
Se の speciation については報告が多いが、肝臓など臓器中の speciation に
ついてはほとんど報告がないのが現状である。本項では, 82Se-selenite, 
78Se-selenate, 77Se-MSAIV, 76Se-MSAVI投与後 0, 1, 2, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 h
後の肝臓中の Se の distribution について論じる。肝臓は Se のもっとも主
要な排泄物である selenosugar が合成される臓器であり selenide-
>Selenosugar A->Selenosugar B へと変換される(Kobayashi et al., 2002)。ま
た、血清中の Sel P も主に肝臓で合成されていることがわかっている
(Burk et al., 2003)。よって、肝臓中の Se の speciation を行うことは体内の
Se の利用について知る上で不可欠である。 
 各セレン化合物投与後 0, 1, 2, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 h 後に採取した肝臓
に 4 倍量の 50mM Tris-HCl p.H 7.4 を加え窒素雰囲気下 Polytron 
homogenizer (Kinematica, Switzerland)でホモジナイズ (20 strokes)した。こ
れを 20% homogenate とし 10,5000 g で遠心し supernatant を得た。これを
HPLC で分離し Agilent 7500cs ICPMS, (Yokogawa Analytical Systems, 
Hachiouji, Japan)を detector とし on-line で測定した。HPLC の分離条件は
以下。 
 
Pump: PU713, GL Science Co., Ltd., Tokyo  
Column: Gel filtration column; Shodex Asahipak GS-520 7G (7.5 i.d. x 500mm 
with a guard column, 7.5 i.d. x 75 mm), Showa Denko, Tokyo 
Buffer: 50mM Tris-HCl pH 7.4 
Flow rate: 1.0 mL/min 
Injection volume: 200 μL 
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HPLC での溶離後、ICP MS へ babington neblizer で直接導入し D2 reaction 
mode で測定した。 
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Fig. 1-8. Changes in the distributions of  selenium isotopes of  four different 
precursor origins in liver supernatants on HPLC-ICP MS.  
The livers obtained from the same rats as used for Fig. 1-6 were homogenized in 
four volumes of  the extraction buffer and then centrifuged to obtain supernatants. 
The distributions of  the four selenium isotopes of  82Se-selenite, 78Se-selenate, 77Se-
methylseleninic acid (MSAIV), and 76Se-methylselenonic acid (MSAVI) origins in the 
supernatants were determined on a Shodex Asahipak GS-520 7G column on 
HPLC-ICP MS. Cellular glutathione peroxidase (cGPx), and selenosugars A and B 
(Selenosugar A and B, respectively). The vertical bars indicate the detection levels of  
four selenium isotopes at 100 ng/mL.  
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 4 つの標識セレン化合物投与後の腎臓中の各標識安定同位体の
distribution について調べた (fig. 1-9)。肝臓で合成された selenosugar B の
一部は再利用されるが selenosugar はもっとも主要な尿中は排泄物であり、
血流を介して腎臓から尿中へ排泄される。腎臓では肝臓と異なり
selenoprotein の合成や selenosugar の合成は盛んではないと考えられる。
しかし腎臓は fig. 3 にあるように肝臓と同程度の標識安定同位体濃度があ
り、その化学形について調べた。 
 
4-2. 方法 
 各セレン化合物投与後 0, 1, 2, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 h 後に採取した腎臓
に 4 倍量の 50mM Tris-HCl p.H 7.4 を加えハサミで細かく刻んだ後窒素雰
囲気下 Polytron homogenizer (Kinematica, Switzerland)で homogenate (20 
strokes)した。これを 20% homogenate とし 10,5000 g で遠心し supernatant
を得た。これを HPLC で分離し Agilent 7500cs ICPMS, (Yokogawa 
Analytical Systems, Hachiouji, Japan)を detector とし on-line で測定した。
HPLC の分離条件は以下の通りである。 
 
Pump: PU713, GL Science Co., Ltd., Tokyo  
Column: Gel filtration column; Shodex Asahipak GS-520 7G (7.5 i.d. x 500mm 
with a guard column, 7.5 i.d. x 75 mm), Showa Denko, Tokyo 
Buffer: 50mM Tris-HCl pH 7.4 
Flow rate: 1.0 mL/min 
Injection volume: 200 μL 
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Fig. 1-9. Changes in the distributions of  selenium isotopes of  four different 
precursor origins in kidney supernatants on HPLC-ICP MS.  
The kidneys obtained from the same rats as used for Fig. 1-6 were homogenized in 
four volumes of  the extraction buffer and then centrifuged to obtain supernatants. 
The distributions of  the four selenium isotopes of  82Se-selenite, 78Se-selenate, 77Se-
methylseleninic acid (MSAIV), and 76Se-methylselenonic acid (MSAVI) origins in the 
supernatants were determined on a Shodex Asahipak GS-520 7G column by 
HPLC-ICP MS. Cellular glutathione peroxidase (cGPx), selenosugar B (Selenosugar 
B), and trimethylselenonium (TMSe). The vertical bars indicate the detection levels 
of  the four labeled isotopes at 10 ng/mL. 
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 4 つの標識セレン化合物投与後の膵臓、肺中の各標識安定同位体の
distribution について調べた。Fig. 1-8 の肝臓では Selenosugar A, B が主要な
化合物であり、Fig.1-9 の腎臓では MSAIV, MSAVI 由来の TMSe が観察さ
れたことが大きな特徴であった。Selenide, methylselenol の一部はメチル
化をうけ、ジメチル化体の dimethylselenide (DMSe) となりこれがさらに
メチル化をうけトリメチル化体の TMSe を生じるとされている。そして
メチル化代謝の中間体 DMSe は肺から排出されることが知られている
(Kremer et al., 2005)。また DMSe を TMSe へメチル化する酵素 thioether S-
methyltransferase の活性は肺でもっとも強いとされている(Mozier et al., 
1988)。そこでこの Se 代謝のなかでメチル化代謝において重要な役割を
担っている可能性のある肺の中の Se の distribution について調べた。膵臓
は selenomethionine (SeMet)や methylselenocysteine (MeSeCys)が選択的に移
行しやすい臓器だということがわかっており(Suzuki, 2006)、低分子の Se
である MSAIV, MSAVI, selenite, selenate がどのような distribution を示すか
調べた。各セレン化合物投与 0, 1, 2, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 h 後に採取した。
膵臓、肺に 4 倍量の 50mM Tris-HCl p.H 7.4 を窒素雰囲気下 Polytron 
homogenizer (Kinematica, Switzerland)で homogenate (20 strokes)した。これ
を 20% homogenate とし 10,5000 g で遠心し supernatant を得た。これを
HPLC で分離し Agilent 7500cs ICPMS (Yokogawa Analytical Systems, 
Hachiouji, Japan)を detector とし on-line で測定した。HPLC の分離条件は
以下の通り。 
Pump: PU713, GL Science Co., Ltd., Tokyo  
Column: Gel filtration column; Shodex Asahipak GS-520 7G (7.5 i.d. x 500mm 
with a guard column, 7.5 i.d. x 75 mm), Showa Denko, Tokyo 
Buffer: 50mM Tris-HCl pH 7.4 
Flow rate: 1.0 mL/min 
Injection volume: 200μL 
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Fig. 1-10. Changes in the distributions of  selenium isotopes of  four different 
precursor origins in pancreas supernatants on HPLC-ICP MS.  
The pancreases obtained from the same rats as used for Fig. 1-6 were homogenized 
in four volumes of  the extraction buffer and then centrifuged to obtain 
supernatants. The distributions of  the four selenium isotopes of  82Se-selenite, 78Se-
selenate, 77Se-methylseleninic acid (MSAIV), and 76Se-methylselenonic acid (MSAVI) 
origins in the supernatant were determined on a Shodex Asahipak GS-520 7G 
column on HPLC-ICP MS. Cellular glutathione peroxidase (cGPx), selenosugar B 
(Selenosugar B), and trimethylselenonium (TMSe). The vertical bars indicate the 
detection levels of  the four labeled isotopes at 50 ng/mL. 
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Fig. 1-11. Changes in the distributions of  selenium isotopes of  four different 
precursor origins in lung supernatants on HPLC-ICP MS.  
The lungs obtained from the same rats as used for Fig. 1-6 were homogenized in 
four volumes of  the extraction buffer and then centrifuged to obtain supernatants. 
The distributions of  the four selenium isotopes of  82Se-selenite, 78Se-selenate, 77Se-
methylseleninic acid (MSAIV), and 76Se-methylselenonic acid (MSAVI) origins in the 
supernatants were determined on a Shodex Asahipak GS-520 7G column on 
HPLC-ICP MS. Cellular glutathione peroxidase (cGPx), selenosugar B (Selenosugar 
B) and trimethylselenonium (TMSe). The vertical bars indicate the detection levels 
of  the four labeled isotopes at 50 ng/mL. 
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 4 つの標識セレン化合物投与後の尿中の各標識安定同位体の distribution
について調べた。尿は血清と共に人でも採取しやすい化合物である。ま
た、尿中には Selenosugar B, TMSe などが排泄されることがわかっており、
4 つのセレン化合物の投与後 Selenosugar と TMSe などがどのよう比で排
泄されるかを検討した。これにより尿中の排泄物から Se の摂取した化学
形と尿中排泄物の関係について明らかにする。 
 
6-2. 方法 
 各セレン化合物投与 0, 1, 2, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 h 後に 0, 0~1, 1~2, 2~3, 
3~6, 6~9, 9~12, 12~24, 24~48, 48~72 h ごとの尿を metabolic cage を利用し
て採取した。これを HPLC で分離し Agilent 7500cs ICPMS (Yokogawa 
Analytical Systems, Hachiouji, Japan) を detector とし on-line で測定した。
HPLC の分離条件は以下の通り。 
 
Pump: PU713, GL Science Co., Ltd., Tokyo  
Column: Gel filtration column; Shodex Asahipak GS-320 7G (7.5 i.d. x 500mm 
with a guard column, 7.5 i.d. x 75 mm), Showa Denko, Tokyo 
Buffer: 50mM Tris-HNO3 pH 7.4 
Flow rate: 0.6 mL/min 
Injection volume: 20 μL 
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Fig. 1-12. Changes in the distributions of  selenium isotopes of  four different 
precursor origins in urine on HPLC-ICP MS.  
The urine collected from the same rats as used for Fig. 1-6 was centrifuged to 
remove non-soluble materials. The distributions of  the four selenium isotopes of  
82Se-selenite, 78Se-selenate, 77Se-methylseleninic acid (MSAIV), and 76Se-
methylselenonic acid (MSAVI) origins in the urine were determined on a Shodex 
Asahipak GS-320 7G column on HPLC-ICP MS. Selenosugar B (Selenosugar B) 
and trimethylselenonium (TMSe). The vertical bars indicate the detection levels of  
the four labeled isotopes at 50 ng/mL. 
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考察 
 
 セレンの必須量は極端に微量であり他の金属元素と比較してICP MSは
生体のSe測定に対して十分な感度を持っているとは言い難い。SeのICPで
のイオン化効率は極端に低く、しかも、セレンの安定同位体は 6 つも 
(74Se: 76Se: 77Se: 78Se: 80Se: 82Se = 0.89: 9.37: 7.63: 23.77: 49.7: 8.73) 存在する。
その上、もっとも存在比の大きい 80Seはプラズマ源であるArによる
40Ar40Ar+, m/z=80 及び 40Ar38Ar+, m/z=78 の干渉を受けてしまう。また、特
に血清、尿などbromineを多く含むsampleでは 1H79Br, m/z=80, 1H81Br, 
m/z=82 による干渉を受ける。よってSeの測定は非常に難しい。しかし、
本実験ではD2 collision modeを用いることにより、これらの干渉を最小限
に抑え測定することができた(Ogra et al., 2005)。濃縮安定同位体を用いた
場合、濃縮率、天然存在比に依存して検出感度が上昇する。76Se, 77Se, 
82Seは 97% に濃縮されており約 10 倍に上昇する。加えて、安定同位体標
識化合物に対してhost側の該当する同位体の存在比が十分に低いときhost
側の内在性同位体による影響を最小限にとどめることができる。このよ
うな意味で安定同位体を用いた研究は本来、外来性標識安定同位体と 
host動物の内在性同位体の比を追跡する研究であり、この観点から見る
とセレンでは 74Seがもっとも天然存在比が小さくもっとも優秀な安定同
位体標識となりえる。そして内在性同位体の存在が十分に小さいとき安
定同位体は相対的な標識ではなく、絶対的な標識として利用できる
(Suzuki, 2006)。本研究では安定同位体の中で天然存在比が最も大きい同
位体でその他の内在性同位体を枯渇させ、4 つの標識セレン化合物を単
一の実験で同時に使用した初めての実験である。つまりもっとも天然存
在比が大きい 80Seで 80Se以外の同位体を枯渇させ 76Se, 77Se, 78Se, 82Seを絶
対標識化合物として用いることを試みた。このような方法はin vivoだけ
でなくin vivoでの応用可能な方法である。 
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 MSAIVは化学的に迅速に還元をうけSeの抗腫瘍作用の本体とされる
methylselenolへと変換されることから近年注目を集めてきた。本研究はこ
のMSAIVについて新たな知見を得るため、安定同位体を用いた新しい標
識法を用い、MSAIVの代謝、利用率について類縁化合物 3 種と同時かつ、
単一のhost動物をもちいた同条件下で比較をすることができた。モノメ
チル化セレンと無機セレン、6 価セレンと 4 価セレンを比較した場合、
selenate由来のSeがもっとも効率よく臓器に移行していた。これはselenate
が腸管、腎に高発現しているtransporter, sodium/sulfate symporter: NaSi-1 に
より効率的に輸送されるとする報告(Busch et al., 1994)、selenateはselenite
より腸管からの吸収が良いとする報告(Wolffram et al., 1985; Turner et al., 
1990; Fox et al., 2004)があり、腸管からの吸収が良好であったためだと考
えられる。Selenateに続いてMSAIV, seleniteが続き、MSAVIがもっとも移
行率が悪かった。これにより、MSAIVはseleniteと同程度利用されること
がわかる。MSAIVはseleniteと化学的な性質が似ているだけではなく生物
学的な観点からみても同等のbioavailabilityをもつことがわかる。6 価のセ
レンであるMSAVI, selenateは肺、膵臓、血清、尿で未変化体のまま存在し
ていることが確認された。そして、未変化体は尿中に排泄された。腎臓
からのselenateの排泄もsulfateと同様のtransporterで効率的に排泄されてい
る可能性がある(Busch et al., 1994)。今回投与されたすべての化合物が
selenideへと変換された後selenosugar, selenoprotein Pなどのselenoproteinへ
と変換された。一方、モノメチル化セレンであるMSAIVはselenosugarだけ
でなくTMSeへも変換された。6 価のメチル化セレンであるMSAVIについ
てもMSAIVほどではないにせよselenosugarだけでなくTMSeへも変換され
た。すなわち、メチル化セレンはselenosugarとして排泄されるだけでは
なく、無機セレンと比較してTMSeとして排泄されやすい。これはMSAIV, 
MSAVIから生じたmethylselenolはdemethylationによりselenideへと変換され
たのちselenosugarとして排泄される一方で、さらなるメチル化を受け
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TMSeとして排泄されたと説明できる (Fig. 1-3) 。このことは、MSAIVと
seleniteを比較した場合一番大きな違いであり、MSAIVからmethylselenolが
体内で生じていたことがわかる。 
 2 つの排泄物、 selenosugar, TMSe の生成は体内での selenide と
methylselenolの代謝過程での平衡関係を反映していると考えられる。モノ
メチル化SeであるMSAIV, MSAVIは還元によりmethylselenolとなる。この
methylselenolは脱メチル化によりselenideへ変換されるが、脱メチル化を
受けていないmethylselenolの一部のmethylselenolはメチル化をうけ
dimethylselenideとなり、これが更なるメチル化を受けることによりTMSe
を生じる。Selenite, selenateは還元によりselenideを生じ、このselenideはメ
チル化ではなく主にselenoprotein, selenosugarの合成に利用される。本研究
ではseleniteの由来のTMSeは観察されなかったが、seleniteの投与により
TMSeが排泄されたとする報告(Suzuki et al., 2005; Kuehnelt et al., 2006)も
あり、selenite由来のTMSeもその投与量によっては生じるものと考えられ
る。しかし、一部のselenideがメチル化を受けmethylselenolへ変換された
としても、methylselenolは生体内では脱メチル化を受けやすいため、
selenite由来のTMSeは生成しにくいと考えられる。 
 Selenosugar A, selenosugar BおよびTMSeの分布は腎臓、すい臓、肺で同
じような傾向が見られた。腎臓、すい臓、肺ではselenosugar Bおよび
TMSeは確認されたが、selenosugar Aはまったく確認できなかった。一方、
肝臓ではselenosugar Aおよびselenosugar Bは確認されたが、TMSeは確認
できなかった。よってselenosugarsおよびTMSeの生成は臓器依存性がある
のではないかと考えられる。2 つの排泄物selenosugarとTMSeの生成は 
1. 摂取したセレン源から生じるmethylselenol, selenideの生成比。 
2. 2 種の酵素methyltransferase, demethylaseの活性比(Ganther, 1966; Hsieh 
and Ganther, 1977; Mozier et al., 1988)。 
3. MethyltransferaseのcofactorであるS-adenosylmethionine (SAM)の利用率。 
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4. selenosugarの糖部位のsourceの利用率。 
これらの要素に依存しているのではないかと考えられる。しかし本研究
ではmethyltransferaseのcofactorであるSAMが多量に存在していると推測さ
れる肝臓中でTMSeが観察されなかった。このことは肝臓中では
methylselenolの脱メチル化活性が他の臓器と比較して強く、SAMが多量
に存在する肝臓中でもmethylselenol->dimethylselenide->TMSeへと引き続
くメチル化は起こりにくいという説明ができる。本研究で示されたdata
はMSAIV, methylselenolの代謝に言及する上で重要である。 
 MSAIVは有機Se化合物でありながら無機Se化合物であるseleniteと物理
的、化学的性質が類似しているだけでなく、生物学的な側面から見ても
SelenosugarやSe-proteinへの変換効率が同等であった。しかし、本研究で
使用された 
4 つの化合物のうちもっともTMSeの生成量が多かった、すなわちselenite
と異なり、抗腫瘍作用の本体とされるmethylselenolを体内で生じる。
Methylselenolを効率的に生じる化合物であると推定される、もう一つの
化合物methylselenocysteinとMSAIVの利用率、代謝の比較についてはこれ
からの研究が待たれる。 
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Fig. 1-13. Chemical and proposed metabolic reactions between selenite, 
selenate, MSAIV and MSAVI. Selenate and MSAVI are reduced stepwselenite to 
selenite and MSAIV, and then to selenide and methylselenol, respectively. 
Methylselenol is demethylated to selenide for the syntheses of selenoproteins for 
utilization and selenosugar for excretion, or futher methylaed to TMSe through 
dimethylselenide. 
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Chapter II 
In vitro でのセレンの methylation , demethylation 
序論 
 これまでの研究で、セレンの段階的メチル化代謝機構は、以前に考え
られていたほど生体内で活発な代謝経路でないことがわかったが(Suzuki 
et al., 2006a; Suzuki et al., 2006b)、生体内で methylselenol を生じる MSAIV, 
MSAVIは、生体内で selenide を生じる selenite, selenate と比較して尿中に
TMSe として排泄されやすい傾向があることがわかった。TMSe は
selenosugar のような主要なセレン代謝物ではないが、生体内で
methylselenol が生じていることの重要な biomarker の一つとなりうること
が示唆された(Suzuki et al., 2006b)。なぜならば、TMSe は methylselenol, 
DMSe を介してセレンの段階的メチル化反応により生成される代謝物で
あるからである(Birringer et al., 2002; Suzuki, 2005)。セレンの段階的メチ
ル化機構は最も古くから知られるセレンの代謝経路であるが、このセレ
ンの段階的メチル化機構が提唱されたのはセレンの測定技術が未成熟で
あった時期であり、現在ではセレンの段階的メチル化機構の根拠とされ
た研究報告に現在では間違い等も指摘されている。 
1. selenide, SeMet 等を生体に投与すると TMSe が主に排泄されると考えら
れており、セレンは無機のセレン selenide からトリメチル化体のセレン
である TMSe へ生体内でメチル化されているされた。しかし、実際は
selenite を生体に投与してもほとんど、もしくはまったく TMSe として排
泄されることはない。(Francesconi and Pannier, 2004) 
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2. selenide を S-adenosylmethionine と共に肝上清中で incubate すると DMSe
が発生することから、生体内で selenide から DMSe へメチル化が進んで
いると考えられた。しかし、この研究では生体内存在するセレン濃度よ
りもはるかに高い濃度で研究が行われており、selenide が DMSe へメチル
化される過程で methylselenol が生成されているかどうかには言及できて
いない。(Ganther, 1966; Hsieh and Ganther, 1977) 
3. セレン過剰摂取の患者の呼気からは特異な臭いがすること、selenite を
摂取すると DMSe が呼気中に排泄されることからもセレンが生体内でメ
チル化を受けていると考えられた。(Kremer et al., 2005) 
4. DMSe を TMSe へメチル化する酵素が同定された。(Mozier et al., 1988) 
methylselenol は揮発性で反応性が高く、現在のところ生体内に存在する
methylselenol を測定することは困難である。methylselenol が生体内で生じ
ていることの biomarker として TMSe を利用することを検討する場合、す
なわち、methylselenol の生体内での代謝物と TMSe を捉えるならば、セ
レンの段階的メチル化機構について再考察することは重要であると考え
た。また、前研究では methylselenol を生じる MSAIV, MSAVI に由来する
selenosugar が確認された。Selenosugar は selenide から合成されると考え
られることから、methylselenol は selenide へ脱メチル化されていることが
示唆された。Methylselenol の脱メチル化が生体内だけでなくホモジネー
ト、上清中でも起こりえるかについても考察した (Fig. 2-1) 。 
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Fig. 2-1. Methylation and demethylation of  the intermediates selenide and 
methylselenol in the metabolism of  selenium. Selenium sources are 
transformed to selenide either directly (from selenite, SeCys and SeMet) or through 
Methylselenol (from MeSeCys and MSAIV). Selenide is utilized for the syntheses of  
selenoproteins and/or selenosugar, or at an excessive dose is methylated to 
Methylselenol, DMSe and TMSe through successive methylations by 
transmethylases (MT-1, -2 and -3). Methylated selenides (Methylselenol, DMSe and 
TMSe) can be demethylated by DM-1, -2 and -3, respectively. Abbreviations used: 
inorganic selenium (selenite); selenocysteine (SeCys); selenomethionine (SeMet); 
methylseleninic acid (MSAIV); methyltransferase (MT); demethylase (DM); 
dimethylselenide (DMSe); trimethylselenonium (TMSe). 
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研究 2-1 
 
生体サンプル中の methylselenol の測定 
 
セレンは生体内で selenide から methylselenol, DMSe, TMSe へとメチル
化されるとされているが、このメチル化反応が生体内で起こっているこ
とを確認するためには selenide, methylselenol, DMSe, TMSe を測定する必
要がある。DMSe は揮発性であるが比較的安定な化合物であるため GC-
MS 等で検出でき(Kremer et al., 2005)、TMSe は HPLC-ICP-MS で測定する
ことができる (Suzuki et al., 2005; Suzuki, 2006) 。しかし、 selenide, 
methylseelenol は揮発性で反応性が非常に高いため、生体内など還元的条
件下を除いて安定に存在することができない。まず、 selenide, 
methylselenol の検出方法について考察した。 
 
方法 2-1 
 
MSAIVは元素 Se(metallic powder, 7.0mg)を dry THF (1mL)に窒素雰囲気
下懸濁し CH3Li (1 M diethylether solution, 2.7 mL) を加え、室温で 5min 撹
拌した。生成物である CH3SeH を H2O2 (1 %, 0.3 mL)を dropwise で加え酸
化した。生成した MSAIV は selenite, dimethylselenoxide, methylselenonic 
acid (副生成物)を除くため陰イオン交換カラム PRP X-100 で精製した。 
5 週令の雄性 Wistar rat (Clea, Tok yo, Japan) 4 匹に pentobarbital を i.p.で
投与し、麻酔下心採血した後、肝臓を採取した。採取した肝臓に 30mM 
Tris-HCl, 200mM Sucroce を含む buffer を 4 倍量加え窒素雰囲気下 Polytron 
homogenizer (Kinematica, Switzerland)でホモジナイズした。これを 20% 
homogenate とした。 
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結果 2-1 
 
MSAIV を Glutathione reduced form (GSH) または肝臓のホモジネートに
300 ng Se/mL となるように加え、37.0 °C で 5 分インキュベートした。
105000 g で遠心したのち、ゲルろ過カラムである Asahipak GS-520 を装着
した HPLC-ICP-MS で分析した (eluent: 50 mM ammonium acetate, pH 7.6, 
flow rate: 1.0 ml/min, injection: 200μl)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2-2. Elution profile of  MSAIV after incubation with GSH (a) and liver 
homogenate (b). The samples were incubated at 37.0 °C  for 1 h and applied to an 
Asahipak GS-520 column after ultracentrifugation (105,000 g).  
 
 HPLC-ICP-MS による分析の結果 (fig. 2-2) 、MSAIVと GSH をインキュ
ベートしたものでは 1 つのピークが確認されたが、テーリングが激しく、
以降 6 時間に渡りクロマトグラフのベースラインが元に戻ることはなか
った。MSAIV とホモジネートをインキュベートしたものでは、GSH とイ
ンキュベートしたものと比較して高分子側にピークが移動し、複数のピ
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ークが出現した。また、MSAIV とホモジネートをインキュベートしたサ
ンプルにおいても分析後クロマトグラフのベースラインが高くなった。 
MSAIV は還元剤存在下、methylselenol を容易に生じる試薬としてこれ
まで多くのセレン研究に使用されてきた試薬であるが (fig. 2-3) 、ゲルろ
過カラムで肝臓ホモジネート中で MSAIV を分析した結果、大半が高分子
として検出されている。セレンはタンパク質の Cys と結合しやすい性質
を持っており、MSAIV の大半は methylselenol ではなくタンパク質の Cys
と結合 (Protein-S-SeCH3)の形で存在しているものと考えられた。MSAIV
と GSH をインキュベートしたものについては、GS-SeCH3 と CH3SeH ど
ちらかの化学形であると考えられたが同定できなかった。また、MSAIV
は還元剤存在下 methylselenol を生じるとされているが、MSAIV に還元剤
やホモジネートを加えた試料は HPLC-ICP-MS の分析カラム, ICP-MS に
著しくセレンのキャリーオーバーを発生させるためそのままでは分析で
きないことが分かった。また、現在のセレンの研究では methylselenol 
(CH3SeH)と硫黄原子に結合したモノメチル化セレン (X-S-SeCH3)は区別
されておらず、これから慎重に検討すべき問題であると考えられた。(本
研究も以降 X-S-SeCH3 の化学形も便宜上 methysleneol と同様の物質であ
るものとしてあつかう。) 
 
 
 
 
 
Fig 2-3. Generation of  selenide and methylselenol by reduction of  selenite 
and MSAIV. 
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研究 2-2 
 
Selenide, methylselenol, DMSe の酸化型の検出 
 
Methylselenol は還元条件下では測定できなかったので、酸化により
methylselenol を MSAIV として検出することを試みた。 selenide も
methylselenol 同様の化学的性質をもっており、現在のとこと selenide を直
接定量的に測定できる方法がないため、selenide も selenite へ酸化させて
検出することにした。また、DMSe も揮発性物質であり、本来は GC を
利用して測定することができるが、MSAIV, selenite と同様に HPLC-ICP-
MS で測定できるように dimethylselenoxide (DMSeO)へ酸化して HPLC-
ICP-MS で測定することにした。 
 
方法 2-2 
 
 76Se-seleniteは 76Se (98.9) を濃硝酸で酸化し、NaOHで中和し調製した。
77Se-MSAIVは 77Se (99.9), (metallic powder, 7.0mg) をdry THF (1mL) に窒素
雰囲気下懸濁しCH3Li (1 M diethylether solution, 2.7 mL) を加え、室温で
5min撹拌した。生成物であるCH3SeHをH2O2 (1 %, 0.3 mL)をdropwiseで加
え 酸 化 し た 。 生 成 し た 77Se-MSAIV は selenite, dimethylselenoxide, 
methylselenonic acid (副生成物)を除くため陰イオン交換カラムPRP X-100
で精製した。82Se-DMSeOは82Se (99.9), (metallic powder, 7.0mg) をdry THF 
(1mL) に窒素雰囲気下懸濁しCH3Li (1 M diethylether solution, 2.7 mL) を加
え、室温で5min撹拌した。これに20mg methyl iodideを加え1 h放置した。
ここで生成したdimethylselenideをH2O2 (1 %, 0.3 mL)をdropwiseで加え酸化
した。TMSe, MSAIV (副生成物) を除くため、Amberlite® IR-120H ion-
exchange resin (ALDRICH) で50mM ammonium acetate pH 6.5をeluentとして
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分取し、その後、陰イオン交換カラムPRP X-100で精製した。76Se-selenite, 
77Se-MSAIV, 82Se-DMSeOはその後HPLC-ICP MSで純度を確認した。 
密閉バイアル中で50 mM GSHとそれぞれ200 ng Se/mlの76Se-selenite, 
77Se-MSAIV, 82Se-DMSeOを混合し37.0 °Cで20分インキュベートし、これ
らを76Se-selenide, 77Se-methylselenol, 82Se-DMSeへ還元した。本条件で76Se-
selenite, 77Se-MSAIV, 82Se-DMSeOが還元されたことを、HPLC-ICP-MSで
selenite, MSAIV, DMSeOのピークの消失したことにより確認した。 
インキュベーション後のsampleは200μLのsampleに対して、100μLの450 
mM sodium periodate containing 1 % of methanolで酸化した。酸化後、3 h室
温で静置し、1,800 gで遠心した。酸化後のサンプルをHPLC-ICP-MSで測
定し、selenide, methylselenol, DMSeがそれぞれselenite, MSAIV, DMSeOと
して回収できるか調べた。 
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結果 2-2 
 
Selenide, methylselenol, DMSeをsodium periodate で酸化すると約9割を
selenite, MSAIV, DMSeOとしてが回収できることが分かった (table 2-1)。 
 
Table 2-1. Recovery ratio of  each reduced selenocompound. 
 
 
 
 
 
 
Sodium perchlorate, hydrogen peroxide等の酸化剤も使用して回収率を比較
したが、sodioum periodateと比較して、酸化力が強く、methylselenolの一
部がさらに酸化され、4価のMSAIVだけでなく、一部が6価のMSAVIにま
で酸化されてしまう。Methylselenolが酸化される際、メチル基が脱離し
てしまいmethylselenolの一部がseleniteになってしまう等の減少が確認さ
れたこと、hydrogen peroxideでは、ホモジネート中のセレン化合物を酸化
しようとしてもcatalaseの作用により分解されてしまうため、catalaseを失
活させる手順が必要となり煩雑であるため、selenide, methylselenol, DMSe
の酸化にはsodium periodateが最も適していると考えられた。 
  
48 
 
研究 2-3 
 
Selenide, methylselenol, DMSeのホモジネート、上清中での反応 
 
 Selenide, methylselenol, DMSeを直接HPLC-ICP-MSで測定することはで
きないが、それぞれを酸化剤を用いて酸化することにより、selenideを
selenite、methylselenolをMSAIV、DMSeをDMSeOの形でHPLC-ICP-MSで
測定することができることがわかった。生体内では、 selenide, 
methylselenol, DMSeはメチル化、または脱メチル化を受けていると考え
られるが、これらの反応が、ホモジネート、上清中でも起こりえるのか
調べた。Selenide, methylselenol, DMSeはselenite, MSAIV, DMSeOを還元す
ることでホモジネート、上清中に発生させた (fig. 2-4)。セレンのメチル
化にはS-adenosylmethionine (SAM)が必要であると考えられているため
(Hsieh and Ganther, 1977; Mozier et al., 1988; Goeger and Ganther, 1993)、ホ
モジネート、上清中にはSAMを加えた。 
 
方法 2-3 
 
動物 
 5週令の雄性Wistar rat (Clea, Tokyo, Japan) 4匹にpentobarbitalをi.p.で投与
し、麻酔下心採血し犠牲死させ、腎臓を採取した。採取した臓器は
30mM Tris-HCl, 200mM Sucroceを含むbufferを4倍量加え窒素雰囲気下
Polytron homogenizer (Kinematica, Switzerland)でホモジナイズした。これ
を20% 腎臓ホモジネートとし105000 gで遠心した後の上清を腎臓上清と
した。 
 
インキュベーション 
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2.0 mM SAM, 8.0 mM GSH, 2.0 mM NADPH, 8.0 mM ATP, 26.0 mM 
MgCl2,400 ng Se/mL 76Se-selenite, 77Se-MSAIV, 82Se-DMSeOを含む50mM 
Tris-HCl, pH 7.4, 1.5 mL (1470 μL medium + 30 μL Se source)に20 % 腎臓上
清を1.5 mLを加え30 min, incubationした。(final concentrations:1 mM SAM, 
4 mM GSH, 1 mM NADPH, 4 mM ATP, 13 mM MgCl2, 200 ng Se/mL 76Se-
selenite, 77Se-MSAIV)すべてのincubation processは密閉容器中、窒素雰囲気
下行った。各Assay mediumに終濃度  200 ng Se/mLの76Se-selenite, 77Se-
MSAIV, 82Se-DMSeOまたは76Se-selenite, 77Se-MSAIVを加えたのち、腎臓の
ホモジネートを手早く加え、容器内を窒素置換した時点をtime, 0 minとし
た。 
セレン化合物の酸化 
 3時間、密閉容器中で各セレン化合物をインキュベーションした後、サ
ンプル200μLに対して、100μLの450 mM Sodium periodate containing 1 % of 
Methanolを加えてサンプル中のセレンを酸化した。酸化後、3 h室温で静
置し、1,800 gで遠心した。 
 
HPLC-ICP MS による測定 
 HPLC systemのdetectorとしてAgilent 7500ce ICP MS (Yokogawa Analytical 
Systems, Hachiouji, Japan) を用いた。HPLCのpump (PU713; GL Science Co., 
Ltd., Tokyo) にRheodyne six-port injectorで20 μLの sample loopと anion-
exchange column (PRP-X100, Reno, NV, USA) またはgel-filtration column 
(GS-220 HQ of 7.6 x 300 mm, with a guard column, 7.6 x 50 mm; Showa 
Denko, Tokyo) を接続した。Anion-exchange columnでは50mM Ammonium 
Acetate pH 6.8, gel-filtration columnでは10mM Ammonium Citrate pH 3.3で溶
出した。ICP MSはOctopole reaction system (ORS) を備え、D2 reaction mode
で測定した。SampleはBabington neblizerで導入し、m/z=76, 77, 82が理想
的な比となるよう細心の注意を払いtuningした。 
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Fig. 2-4. Labeled substrates and products for tracing methylation and 
demethylation of the intermediates selenide, methylselenol and 
dimethylselenide in the metabolism of selenium. Chemically reactive labeled 
selenides (selenide, methylselenol, and dimethylselenide (DMSe)) are prepared 
by reduction in situ from 76Se-selenite, 77Se-methylseleninic acid (MSAIV), and 
82Se-dimethylselenyl oxide (DMSeO), respectively. The non-reacted substrates 
and reaction products (selenide, methylselenol, DMSe and trimethylselenonium 
(TMSe)) are detected after oxidation of them in the incubation medium with 
periodic acid to the corresponding stable derivatives. 
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結果 2-3 
 
76Se-selenite, 77Se-MSAIV, 82Se-DMSeOをkidney supernatant中でSAM, GSHの
存在下3h, incubationしspikeした結果、76Seのelution profileにはDMSeO, 
MSAIV, selenite のpeakがそれぞれ (a) 1.9, 3.7, 4.4 min, (b) 16.2, 18.0, 23.3 
minに確認できる。すなわち、selenideのmethylselenol, dimethylselenideへ
のメチル化およびの生成が確認できる  (fig. 2-5)。また、77Seのelution 
profileにもDMSeO, MSAIV, seleniteの生成が確認できる。このことから
methylselenol か ら selenide へ の 脱 メ チ ル 化 、 methylselenol か ら
dimethylselenideのメチル化が進行していることがわかる。 82Seでは
DMSeOおよびTMSe (a) 1.6 min, (b) 14.0 minのpeakが確認できる。このこ
とから、DMSeはホモジネート中でTMSeへメチル化されていることがわ
かる。しかし、DMSeからTMSeへのメチル化は確認できるが、その
DMSeからTMSeへのメチル化他のselenideからmethylselenol、methylselenol
からDMSeへのメチル化に比べかなり弱いものであるということが伺える。
このことは先の我々のin vivoでの研究結果で、TMSeは生体内でほとんど
生成されていないこととも一致する。体内でselenideを生じるseleniteを投
与した場合も、methylselenolを生じるMSAIVを投与した場合も主要な尿中
排泄物はSelenosugarでありTMSeはマイナーな化合物であることと一致す
る。また、DMSeはごく一部がTMSeへメチル化されているのみであり、
MSAIV, seleniteへは脱メチル化されていない。TMSe, DMSeは非常に安定
な物質であり、腎臓上清中で脱メチル化されないものと考えられる。 
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Fig. 2-5. Elution profiles of an oxidized sample spiked with 50 ng Se/mL 
76Se-selenite, 77Se-MSAIV and 82Se-DMSeO, and 25 ng Se/mL 82Se-TMSe. 
(a) An anion-exchange column, PRP-X100 eluted with 50mM Ammonium 
Acetate pH 6.8 at flow rate 0.8 mL/min. 
(b) A gel-filtration column, GS-220 of 7.6 x 300 mm, with a guard column, 7.6 x 
50 mm eluted with 10mM Ammonium Citrate pH 3.3 at flow rate 0.6 mL/min. 
200 ng/mL 76Se-selenide (selenite), 77Se-methylselenol (MSAIV) and 82Se-
dimethylselenide (DMSeO) were incubated in kidney supernatant with 1 mM 
SAM, 4 mM GSH, 1 mM NADPH, 4 mM ATP and 13 mM MgCl2 for 3h, and 
then oxidized with 150mM Sodium Periodate containing 1% Methanol. (The 
sample was diluted with same volume of authentic solution.) Red lines: sample + 
authentic, black lines: sample + D.I.W.. 
 
  
53 
 
研究 2-4 
 
腎臓上清、腎臓ホモジネート中でのselenide, methylselenol, DMSeの時間依
存的変化と、臓器ごとのメチル化、脱メチル化能の違い。 
 
腎臓ホモジネート、上清中でselenide, methylselenol, DMSeがどのようにメ
チル化、脱メチル化を受けるか時間依存変化を調べた。 
 
方法 2-4 
 
動物 
 5週令の雄性Wistar rat 5weeks (Clea, Tokyo, Japan) 4匹にpentobarbitalをi.p.
で投与し、麻酔下心採血し犠牲死させ、腎臓を採取した。採取した臓器
は30mM Tris-HCl, 200mM Sucroceを含むbufferを4倍量加え窒素雰囲気下
Polytron homogenizer (Kinematica, Switzerland)でホモジナイズした。これ
を20% 腎臓ホモジネートとし105000 gで遠心した後の上清を腎臓上清と
した。 
 
セレンの腎臓ホモジネート、上清中での時間依存変化 
2.0 mM SAM, 8.0 mM GSH, 2.0 mM NADPH, 8.0 mM ATP, 26.0 mM MgCl2, 
400 ng Se/mL 76Se-selenite, 77Se-MSAIV, 82Se-DMSeOを含む50mM Tris-HCl, 
pH 7.4, 1.5 mL (1470 μL medium + 30 μL Se source) に 20 % kidney 
homogenate 1.5 mLを加えincubationした。(final concentrations:1 mM SAM, 4 
mM GSH, 1 mM NADPH, 4 mM ATP, 13 mM MgCl2, 200 ng Se/mL 76Se-
selenite, 77Se-MSAIV, 82Se-DMSeO) sampleは0, 2, 5, 10, 30, 60, 120, 180 min後
にmicro syringeにより200 μLずつ採取した。 
 
セレンのメチル化、脱メチル化の臓器特異性 
54 
 
 2.0 mM SAM, 8.0 mM GSH, 2.0 mM NADPH, 8.0 mM ATP, 26.0 mM MgCl2, 
400 ng Se/mL 76Se-selenite, 77Se-MSAIV, 82Se-DMSeOを含む50mM Tris-HCl, 
pH 7.4, 1.5 mL (1470 μL medium + 30 μL Se source)に20 % brain, testes, 
kidneys, liver or lung homogenateを1.5 mLを加え30 min, incubationした。
(final concentrations:1 mM SAM, 4 mM GSH, 1 mM NADPH, 4 mM ATP, 13 
mM MgCl2, 200 ng Se/mL 76Se-selenite, 77Se-MSAIV) 
 
セレンのメチル化のSAM依存性 
 0, 100, 200, 1000または2000 μM SAM, 8.0 mM GSH, 2.0 mM NADPH, 8.0 
mM ATP, 26.0 mM MgCl2, 400 ng Se/mL 76Se-selenite, 77Se-MSAIV, 82Se-
DMSeOを含む50mM Tris-HCl, pH 7.4, 1.5 mL (1470 μL medium + 30 μL Se 
source)に20 % liver homogenate 1.5 mLを加え30 min, incubationした。(final 
concentrations:0, 50, 100, 500 or 1000 mM SAM, 4 mM GSH, 1 mM NADPH, 4 
mM ATP, 13 mM MgCl2, 200 ng Se/mL 76Se-selenite, 77Se-MSAIV) 
 
セレンの酸化とHPLC-ICP-MSによる測定は、研究2-2と同様に行った。 
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結果、考察  
 
Fig. 2-6に200 ng Se/mL 76Se-selenite, 77Se-MSAIV, 82Se-DMSeOを腎臓ホモ
ジネート中で1mM SAMとともにインキュベートしたときの時間依存変化
を示した。またfig. 2-7はFig. 2-6を定量化したものである。Fig. 2-6の
denatured protein には熱変性させた腎臓ホモジネートを用いた。
Denaturated proteinのelution profileからは0-180 minに渡り76Seのretention 
time 2.2 minのselenite,77Seの1.9 minのMSAIV, 82Seの0.94 minのDMSeOの
peakがほぼ単一のピークとして現れていた。しかし、ごく微少なpeakで
はあるが、76Seの1.9 minにpeakが観察される。すなわちこのpeakはMSAIV
のretention timeと一致する。Selenideからmethylselenolへのメチル化は非
酵素的に起こりえる(Hasegawa et al., 1996)ことを示唆する報告もあるため、
この反応が進んだ可能性もあるがその生成量は1%にも満たずこのassay条
件でのselenite->MSeへのchemical reactionとしてのmethylationは無視でき
る範囲にあると言える。また同様に77Seの0.94 minにもpeakが現れている
がこちらは今回用いたenriched stable isotope 82Seに含まれていた77Seによ
るDMSeOのpeakである。77Seにはもう2つの微少なpeakも観察される。2.7 
minに観察されるpeakはmethylselenonic acidであり、MSAIV合成時に生じ
たしまった副生成物の一部であり精製時に完全に除去しきれなかったも
のである。もう一つは、2.2 minのseleniteである。これはmethylselenol-
>MSAIVへと酸化する際HSe-CH4+ periodate->Se-CH3-OH->selenite+HCHO
またはMSAIV+periodate->selenite+HCHOの様な反応が起こっているものと
考えられ、methylselenolの酸化時に起こるdemethylationであることがわか
っている。しかし、この量も methylselenol が fig. 2-6. の supernatant, 
homogenateの5-180 minで生じているseleniteと比較すると極わずかであり、
酸化によるdemethylationは全MSAIV量の4%を上回ることはなかった。82Se
についても同様に1.9 minすなわちMSAIVの溶出位置にpeakが確認できる
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がやはり酸化時に併発するdemethylationによる。しかし全DMSeの5%を
上回るdemethylationは起こっていなかった。よって、periodateによる
selenide, methylselenol, DMSeの酸化により5%以上の副生成物の生成は起
こらず、GSH, periodateによるreduction, oxidationによりselenide<->selenite, 
methylselenol<->MSAIV, DMSe<->DMSeOのone to oneの関係を形成できて
いた。そして今回の系ではselenide, methylselenol, DMSeのmethylationは
enzymeなしでは進行していない。Methylselenol, DMSe の demethylation に
ついても酸化時にほぼ一定の割合(1-5%)で demethylationは起こりうるが、
その量はわずかでありnon-enzymaticなdemethylationもほとんど観察され
なかった。Fig. 2-7ではdenatured proteinの0-5 minまでは系中に投入した
labeled Seのrecoveryは0-2では約100%の回収ができているのに対して、
180minが経過すると60%程度のrecoveryしか得られていない。これは
DMSe, MSAIV, seleniteはvolatileであり、実験操作によりvialから意図せず
放出されてしまったものと考えられるが現在のところ解消できていない。
この傾向はDMSeで強かった。これらのことから、selenide, methylselenol, 
DMSeのメチル化、脱メチル化は非酵素的な反応ではおこらないと考えら
れ、ここでは便宜上、selenide, methylselenol, DMSeをメチル化する酵素を
それぞれMT1, MT2, MT3とする。methylselenol, DMSe, TMSeを脱メチル
化する酵素をDM1, DM2, DM3とする (fig. 2-8) 。 
 Supernatantでは 76Se-seleniteからは10minからMSAIVが、30minからは
DMSeOのpeakが確認できる。10 minではMSAIVのpeakしか新たに出現し
ておらず、82Se-DMSeOからはenzymaticなMSAIVの生成は確認できないこ
とから selenite->methylselenolの反応がおこっていること、 77Se-MSAIV 
originのDMSeOのpeakは常に76Se-selenite originのDMSeのpeakよりも大き
いこと、 82Se-DMSe から TMSe が生成していることからも selenide-
>methylselenol->DMSe->TMSeの段階的なメチル化が進んでいること推測
される。ここで興味深い現象は、76Se-selenite originのMSAIVは1 hから確
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認できるが、その後そのMSAIVのpeakはほとんど増大していない。これ
はselenide->methylselenolのmethylationが起こる一方、77Seで確認できるよ
うにmethylseleol->selenideの demethylation及び、methylselenol->DMSeの
methylationが起こっているからであり、methylselenolの生成量が系中に増
えるとdemethylation, methylationを受けDMSe, seleniteへと変換される
methylselenolが増大する。その結果76Se-selenite originのmethylselenolは増
加しにくい。Supernatantの60-180 min後ではmethylselenolからはDMSeが
生成しやすいという特徴は見られるが、60-180 minでMSAIV originの
DMSeO: MSAIV: seleniteのratioとselenite originのDMSeO: MSAIV: seleniteの
比ほとんど違いがなくなっていく。これはseleniteからもSAMとMT1によ
りmethylselenolが生成するが、methylselenolはDM1によりdemethylationを
受けること、かつMT2によりmethylationを受けるという2つの反応が存在
するため、一定量以上のmethylselenolが系内に存在しにくいつまり、十分
量の SAM, MT2 と十分量の DM1 が存在すると、この 2 つの反応 
(methylselenolのmethylation, demethylation) の速度はmethylselenolの濃度に
依存して上昇する。Fig. 2-7のsup. 77Se-MSAIV Originでは少なくとも180 
min後には大半のMSAIVはseleniteまたはDMSeOに変換されている。Fig. 2-
6のhomogenateではseleniteからMSAIVの生成、DMSeOの生成がみられた。
またMSAIVからseleniteとDMSeOの生成、そしてかなりわずかではあった
がTMSeの生成も見られた。そしてDMSeからはTMSeの生成が見られた。
Fig. 2-6, Fig. 2-7でsupernatantと比較すると一番大きな違いはhomogenateは
MSAIVからDMSeOを生成するMT2の活性が非常に強いことが伺える。
Supernatantとhomogenateに存在する酵素活性をまとめるとsupernatantには
MT1, MT2, MT3, DM1が存在する。そしてprecipitate (microsome)にMT1, 
MT2が存在しその活性が強いとされる。よってsupernatantとprecipitate両
方の酵素活性を併せ持つhomogenateがMT1, MT2活性が強いことは
reasonableであり、これまでの報告と一致する。MT1とMT2は同一の酵素
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である可能性もあり、現に我々もMT1活性とMT2活性を分離できたこと
はない。現時点では同一の酵素であるのかどうか詳細は不明である。ま
たhomogenateはMT2活性が非常に強いためFig. 2-7 homogenateの 77Se-
MSAIV originはsupernatantの77Se-MSe originと比較してさらに強いMSe代謝
能をもち、大半がDMSeとなっていた。しかし、ここで忘れてはならない
のはこの系ではSelenosugarおよび、selenoprotein生成能がないためDM2活
性が高いとき系全体がDMSe生成の方向に傾きやすい。Homogenateでの
180 minでMSAIV がほとんどDMSeOに変換されたことはmammalが
methylselenolをDMSeとしてだけでなくSelenosugarsとしても排泄し、
methylseleol->selenideへとdemethylationしselenoprotein合成に使用する事実
とは一致しない。 
 Fig. 2-9に臓器organ specific charactorsを示した。selenite originではLiver, 
kidneysでしかDMSeの生成は確認できなかった。Brain, testesではMSAIVの
生成も確認できなかった。またMSAIV originでもliver, kidneys, lungと比較
してMSAIVからのDMSeO, seleniteの生成量も少ない。つまり、brain, testes
ではDM1活性が小さく、MT1及び、MT2活性も小さい。 
Fig. 2-10にSAM dependent changesを示した。selenite originでは0, 50 μM 
SAMではDMSeOの生成が見られなかったが100, 500, 1000 μMと濃度依存
的にDMSeOの生成が増加したこと、またseleniteの減少傾向が見られた。
これは、selenite->DMSeはSAM dependentであるという報告と一致する。
しかし、MSAIVの生成量は0 μM SAM以外はほとんど同じであった。
selenide->methylselenolの反応も0 μM SAMの添加ではほとんど進行してい
ないことからSAM dependentであると考えられるが、SAMの添加の増加
に従って selenide->methylselenol の反応が促進されてもそれに伴う
methylselenolの増加によりその逆反応methylselenol->selenideの反応速度が
上がることまた、SAMの添加量の増加によりselenite->methylseleolの反応
のほかmethylselenol->DMSeの生成速度も上昇するためであろう。MSAIV 
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originでMSAIVからDMSeOの生成は0 μM SAMの添加ではほとんど進行し
ていないことからこれもSAM dependentであると考えられる。しかし、
50-1000μM SAMの添加によるDMSeの生成量は増加傾向にあったがあま
り大きな変化は見られなかった。これはmethylselenolの濃度依存的に
demethylationが起こっているためであると考えられる。 
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Fig. 2-6. Time-related changes of the three labeled stable isotopes in the 
kidney homogenate, supernatant or denatured protein after the incubation. 
76Se-seleniteIV, 77Se-MSAIV and 82Se-DMSeO were incubated in 10% kidney 
homogenate, supernatant or denatured protein with 1 mM SAM, 4 mM GSH, 1 
mM NADPH, 4 mM ATP and 13 mM MgCl2 , and then oxidized with 150mM 
Sodium Periodate after 0, 2, 5, 10, 30, 60, 120, 180 h. Denatured protein was a 
heat-treatment homogenate of kidneys. After centrifugation at 1800g for 10 min, 
the oxidized samples were applied to HPLC-ICP MS. Column: PRP-X100, 
Buffer: 50mM Ammonium Acetate pH 6.8, Flow rate: 2.0 mL/min. 
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Fig. 2-7. Time-related changes of the concentrations of the three labeled 
stable isotopes in the kidney homogenate, supernatant or denatured protein 
after the incubation. 76Se-selenite, 77Se-MSe and 82Se-DMSe were incubated in 
10% kidney homogenate, supernatant or denatured protein with 1 mM SAM, 4 
mM GSH, 1 mM NADPH, 4 mM ATP and 13 mM MgCl2, and then oxidized 
with 150mM Sodium Periodate after 0, 2, 5, 10, 30, 60, 120, 180 h. Denatured 
protein was a heat-treatment homogenate of kidneys. 
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Fig. 2-8. Proposed metabolism of selenium for excretion. (A) Proposed 
metabolism of selenium for excretion based on the present in vitro 
methyltransferase and demethylase equilibrium, showing dimethylselenide 
(DMSe) as an actual end product. (B) Proposed metabolism of selenium for 
excretion in vivo based on the present in vitro methyltransferase and demethylase 
equilibrium, proposing dimethylselenide (DMSe) as the second major excretion 
metabolite. 
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Fig. 2-9. Organ specific changes in methylation and demethylation of 
selenium. 76Se-selenite and 77Se-MSAIV were incubated in 10% brain, testes 
liver kidneys and liver homogenate with 1 mM SAM, 4 mM GSH, 1 mM 
NADPH, 4 mM ATP and 13 mM MgCl2 for 30 min. 
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Fig. 2-10. Effects of SAM on methylation and demethylation of selenium. 
76Se-selenite and 77Se-MSAIV were incubated in 10% liver homogenate with 0, 
50, 100, 500 and 1000 μM SAM, 4 mM GSH, 1 mM NADPH, 4 mM ATP and 
13 mM MgCl2 for 30 min. 
 
  
65 
 
Chapter III 
尿、呼気中のセレンのスペシエーション 
序章 
 
セレンは微量必須元素であり、生体内で selenide から selenoprotein の活
性中心、selenocysteine (Sec) が合成されその生理作用を発揮する(Veres et 
al., 1994; Birringer et al., 2002)。しかし、Se は高用量では有毒元素でもあ
り、WHO によれば Se の recommended dietary allowance (RDA) は 31 μ
g/day, upper limit (UL) は 400μg/day と適正な所要量が非常に狭い。その
上、Se の毒性が現れる摂取量はその化学形により大きく異なることが報
告されており、Se 摂取量だけでなく、Se 摂取化学形も考慮し RDA, UL
は設定されるべきであるとする意見が多い(Tinggi, 2003)。セレンは生理
活性だけでなく薬理作用として抗腫瘍活性を有しており、特に近年急増
している前立腺がんの予防効果があるとして(Ip, 1998; Ip et al., 2000; Wang 
et al., 2001; Cho et al., 2004; Hu et al., 2005; Yamanoshita et al., 2007)、サプ
リメントとして盛んに摂取されている。この Se の抗腫瘍活性はある種の
Se 化学形 MSAIV, SeMet,  methylselenocysteine (MeSeCys)等を摂取した場合
に代謝の過程で体内に生じるとされる methylselenol により発揮されると
考えられている(Ip, 1998; Ip et al., 2000; Schrauzer, 2000; Cho et al., 2004)。
MSAIV は化学的な還元(Kice and Lee, 1978)、SeMet はγ-lyase(Okuno et al., 
2005)、MeSeCys はβ-lyase によって(Rooseboom et al., 2002; Nadiminty and 
Gao, 2008)、methylselenol を生じるとされ、抗腫瘍作用を期待し Se を摂
取する場合、このような methylseleol を生じやすいと言われる化学形でセ
レンを摂取することが望ましいと考えられる。ただし、MSAIV はセレン
毒性の現れやすい selenite と化学的性質が似通っており、ヒトが摂取する
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ことは望ましくないものと判断される。現在はセレン強化イーストや、
セレン強化イーストの主成分である SeMet がよく摂取されている。Se の
摂取状況を評価する biomarker としては血中の selenoprotein である eGPx
活性がよく知られているが (Monteiro et al., 2009; Parizadeh et al., 2009)、
eGPx は methylselenol ではなく selenide から合成されるため、Se の生理活
性を反映する eGPx 活性では Se の薬理活性を発揮できるとされる
methylselenol がどの程度生体内で生じているのか言及する事ができない。
よって、Se の薬理活性に注目が集まっている現在、methylselenol がどの
程度生じているのか言及できる新たな biomarker が必要とされている。
我々は、eGPx に代わる新たな Se 摂取の評価方法として呼気、尿中の Se
代謝物に注目した。しかし、Se の metabolism はいまだ不明な点が多く、
代謝物として呼気中に dimethylselenide (DMSe) (Kremer et al., 2005), 尿中
に selenosugars (Kobayashi et al., 2002; Ogra et al., 2002), trimethylselenonium 
(TMSe) (Suzuki et al., 2005) が排泄されていることが知られているのみで
あり、DMSe, Selenosugars, TMSe が生体内でどの様に使い分けられている
のか、摂取化学形の違いによりこれらの代謝物の排泄比がどのように変
化するのか調べた研究は皆無である。よって本研究では、Se に天然物で
ある MeSeCys, SeMet、GSH などの還元剤で容易に methylselenol を生じる
とされる MSAIV を異なる濃縮安定同位体で標識した後 rat に投与し、採
取した呼気、尿中の Se 代謝物の speciation 分析を行い、Se の摂取化学種
の違いで尿、呼気ガス中への排泄がどのように変化するか調べた。 
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研究  3-1 
 
呼気中に排泄される DMSe の補足 
 
揮発性 Se である DMSe は呼気中に排泄されることが知られているが、
ラット等の小動物の呼気中のセレンを測定した例はないため、呼気中の
DMSe を測定する方法に捕集する方法について考察した。DMSe の物理的
性質は vapor pressure: 32.03 kPa (at 25 °C), enthalpy of vaporization: 31.90 
kJ/mol, solubility: 0.0244 g/g of H2O, Henry’s law constant 143 kPa kg/mol 
(0.1444 kPa m3/mol), で DMSe は揮発しやすい物質であるものの H2O へ溶
解度は低くはない事がわかる。よって、ラットを pump に接続したデシ
ケーター内に入れ、呼気から排泄された DMSe を 100 mL, 50 mM NaIO4
を含む水に曝気して DMSe を水に溶解させ、NaIO4 で DMSe を酸化型の
dimethylselenoxide (DMSeO)として捕集できるか調べた。 
 
方法 3-1-1 
 
 デシケーター中で DMSeO を終濃度 10 mM の GSH で還元することによ
り DMSe を発生させた。DMSe 発生量は、GSH による還元前の DMSeO
溶液のセレン濃度から GSH による還元後の濃度を差し引くことによって
求めた。DMSeO の還元によりデシケーター中で発生した DMSe を 100 
mL, 50 mM NaIO4 に曝気して水に溶解させ、DMSeO へ酸化することで
DMSe を捕集した (fig. 3-1) 。 
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Fig. 3-1. DMSe trap apparatus by oxidation. 
 
結果 3-1-1 
 
 GSH 存在下 DMSeO を 2 h 曝気すると 99 ~ 97 %の Se が DMSe として揮
発することがわかった。しかし、50 mM NaIO4 による DMSe の捕集率は
35 - 5 %にとどまり、DMSe 揮発量が多くなるにつれて捕集効率が低下し
た。よって 50 mM NaIO4 による捕集は理想的でないものと考えられた。
50 mM NaIO4以外にも mCPBA を含む ethanol や diethyl ehter で捕集する事
を試みたが、途中で溶媒がすべて揮発してなくなってしまう、ICP-MS で
は有機溶媒が測定を妨害する等の理由で用いなかった。 
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方法 3-1-2 
 
 デシケーター中で DMSeO を終濃度 10 mM の GSH で還元することによ
り DMSe を発生させた (fig. 3-2) 。DMSe 発生量は、GSH による還元前の
DMSeO 溶液のセレン濃度から GSH による還元後の濃度を差し引くこと
によって求めた。DMSeO の還元によりデシケーター中で発生した DMSe
を 1.0 m (L) ×10.0 mm (i.d.) のステンレス管を dry-ice-acetone slush で-78°C
に冷却し、DMSe を捕集した。これを 90 °C に加温してトラップ管にたま
った DMSe を気化させ、100 mL, 50 mM NaIO4に曝気して水中に DMSeO
として溶解させた。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-2. DMSe trap apparatus by cold trap.  
 
結果 3-1-2 
 
Cold trap を使う事により約 8 割の DMSe が回収できた (table 3-1) 。また
その化学形は 100 % DMSeO であった。 
 
Table 3-1. DMSe recovery ratios of DMSe cold trapping. 
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方法 3-1-3 
 
この装置に、76Se, 77Se, 82Se でラベルした 76Se-MeSeCys, 77Se-SeMet, 
82Se-selenite をそれぞれ 40 μg Se/kg b.w.で同時に経口投与した 6 週令の雄
性 Wistar rat 6 週齢を入れ、投与後 4 h までの尿と呼気中の Se を集めて測
定した。 
 
結果 3-1-3 
 
 76Se-MeSeCys, 77Se-SeMet, 82Se-selenite をそれぞれ 40 μg Se/kg b.w.で同
時に経口投与したラットの呼気中の Se の speciation の結果を示した (fig. 
3-3) 。Fig. 3-3 の(A-1)-(A-4)は HPLC-ICP-MS の生データである。(B-1)-(B-
4)は、安定同位体標識したセレン化合物を投与する前からラットの体内
に存在していた 76Se, 77Se, 82Se に由来する DMSeO を 80Se の DMSeO 測定
結果をもとに以下の式で減算した結果である。 
 
XSe-label tracer = intensity of m/z X – (natural abundance ratio of XSe/natural 
abundance ratio of 80Se) × intensity of m/z 80 
 
B-1 では MeSeCys に由来する DMSeO が検出されていた。一方、SeMet
や slenite に由来する DMSeO はほとんど排泄されておらず、MeSeCys 由
来の DMSeO と比較すると少量である。MeSeCys が SeMet や slenite と比
較して DMSe として排泄されやすいのは生体内で methylselenol (CH3SeH) 
を生じやすいからではないかと考えられた。 
 しかし、ラットをデシケーター内に入れ、その呼気を回収しようとす
ると、デシケーター内部にラット呼気中に含まれる水蒸気がデシケータ
ー内部に結露して尿サンプル中に混入し、尿サンプルが採集できない。
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代謝ケージではないため、尿と糞を分離できない、水に比較的溶解しや
すい DMSe が、尿中に溶解してしまう等の問題点が発生した。 
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Fig. 3-3. Speciation analysis of Se in the rat urine by HPLC-ICP-MS. A-1, A-
2, A-3 and A-4 are elution profiles of m/z 76, 77, 80 and 82, respectively. The 
elution profile of m/z X represents the sum of metabolites derived from XSe-label 
tracer and endogenous XSe (from rat body). B-1, B-2, B-3 and B-4 are elution 
profiles of metabolites derived from 76Se-MeSeCys, 77Se-SeMet and 82Se-
selenite, respectively. 
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研究 3-2 
 
HPLC-ICP-MS, GC-ICP-MS による尿、呼気中のセレンのスペシエーショ
ン 
 
 DMSe は cold trap で効率よく捕集できることが分かった。DMSe を
DMSeO に酸化して HPLC-ICP-MS で測定する方法では検出感度が悪いこ
と、DMSe 以外のセレン化合物が呼気中に含まれていても検出できない
可能性があるため、呼気中セレンの分析を GC-ICP-MS で行った。また、
同時に呼気だけでなく尿中のセレン化合物についても分析を行った。 
 
方法 3-2 
 
動物 
 5 週令雄性 Wistar rat を Clea Japan Co. (Tokyo, Japan) から購入し、実験
前まで 25 ± 2 °C 相対湿度 50 ± 10 % に維持した。濃縮安定同位体 76Se, 
77Se, 78Se は Isoflex USA, San Francisco, CA, USA から購入した。Mehtyl 
lithium dissolved in diethyl ether at a concentration of 1.0 mol/L  は Kanto 
Chemical Co., Inc., (Tokyo, Japan) か ら 購 入 し た 。 3-chloro-L-alanine 
hydrochloride, L(+)-2-amino-4-bromo butyric acid は Sigma-Aldrich Reagents 
(St Louis, MO, USA)から購入した。その他の分析グレード試薬は THF (for 
organic sysnthesis) を除き Wako Pure Chemical Industries Ltd. (Osaka, Japan)
から購入し利用した。 
 
セレン化合物 
 76Se-MeSeCys は 6.7 mg (0.087 mol) の 76Se を窒素雰囲気下 1 mL THF に
懸濁後、methyllihium 1M 2.7 mL (2.7 mmol, 30 eq) を加え 1 h 反応させた。
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これに 100 mg (1.8 mmol) の L(+)-2-amino-4-bromo butyric acid を ethanol に
溶解し加え、80 °C, 12 h 反応させた。Evaporate した後に残った褐色の油
状物質を ODS のオープンカラム、陽イオン交換樹脂で精製した (収量 30 
%)。77Se-SeMet は 7.7 mg (0.1 mol) の 77Se を窒素雰囲気下 1 mL THF に懸
濁後、methyllihium 1M 2.7 mL (2.7 mmol, 30 eq) を加え 1 h 反応させた。こ
れに 71 mg (2.7 mmol) の 3-chloro-L-alanine hydrochloride を ethernol に溶解
し加え、80 °C, 12 h 反応させた。Evaporate した後に残った褐色の油状物
質を ODS のオープンカラム、陽イオン交換樹脂で精製した (収量 50 %)。
82Se-MSAIV はこれまで報告されている通りの方法で合成した。1β-
methylseleno-N-acetyl-d-galactosamine (selenosugar 1) は Kobayasi らの方法
を参考にし、OH 基の Ac 保護を acetic anhydride ではなく acetic chloride で
行い、CH3Se 基の導入を CH3SeNa ではなく CH3SeH で行った。これらの
化合物の化学形は H1-NMR や FAB-MS で、純度は HPLC-ICP-MS で確認
を行った。 
 
動物実験 
 ラットに 76Se-MeSeCys, 77Se-SeMet, 82Se-MSAIVを 25 μg Se/kg b.w., each
で強制経口投与した後、呼気ガス採取の為に、気管に Y-piece (Harvard 
apparatus, MA, USA) を挿入し ventilator (Shinano, SN-480-3, Tokyo, Japan) 
で人工換気した (6.7 ml/kg b.w., 60 breath/min) 。人工換気の条件は予備実
験で以下の様に設定した。BRIDG Amp, PowerLab /8sp に接続した MLT 
844 Physiological Pressure Transducer を大腿動脈に留置する事により連続
血圧波形を採取、SopeTM software (全て ADInstruments, CO, USA) で最高
血圧、最低血圧の間隔から心拍数を算出し、心拍数 110 から 130 の間と
なる様に調整した。動物の苦痛を抑える為に、実験開始前に Somnopentyl 
(sodium phentobarbital 64.8 mg/ml) (Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan) を 0.8 
ml/kg b.w. で腹腔内投与し、Syringe controller, The Worker BeeTM (BASi Co., 
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IN, USA) で下腿静脈から 1.5 μl/min で静注することにより深麻酔を維持
し た 。 動 物 の 生 死 は Bio Amp (ADInstruments) に 接 続 し た 
photoplethysmography PT-300 (Fukuda, Tokyo, Japan) で rat の大腿の心拍に
よる容積変換を観察し、そのシグナルが失われ、触診により心拍が 1 分
間以上停止した場合、死亡と判定した。呼気ガスは、dry ice/acetone slush
で-78 °C で trap した。尿は、6 時間後に膀胱からシリンジで採取した (fig. 
3-4)。 
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Fig. 3-4. Ventilation and DMSe trap conditions 
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HPLC and GC-ICP-MS による分析 
HPLC は Agilent 1200, GC は Agilent 7890A, ICP-MS は 7500 cs (Agilent 
Technologies, Tokyo, Japan) を使用した。カラムは HPLC は GS-320 HQ 
(Shodex, Tokyo, Japan), GC は DB-624 (30 m × 320 μm × 1.8 mm; Agilent) を
使用した。HPLC の条件は flow rate: 0.5, injection: 20 μl, ICP-MS は D2 
reaction mode: 2.0 ml/min で使用した。GC-ICP-MS の条件は、液体ではな
く、気体を導入するために RF power: 900 W の低めに設定し、その分の運
動エネルギーを補う為に First extraction lens: -130 V と高く設定した。ICP-
MS の Mass bias は HPLC-ICP-MS では selenite, GC-ICP-MS では DMSe を
測定し補正した。 
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結果 3-2 
 
 DMSe は非常に揮発性が高く定量的に扱うことが非常に難しいため、
細心の注意を払って取り扱った。DMSe 標準溶液の作成は DMSe を氷冷
下、上皿天秤で計量し、煮沸蒸留した後、Milli-Q 製造装置を通し氷冷し
たもので希釈した。GC-ICP-MS の検出限界はベースラインの S.D.の 3 倍
のピーク強度を与えるセレン濃度とした。DMSe の GC-ICP-MS による検
出限界は 3.3±0.2 ng Se/mL と算出した。デシケーターを利用した DMSe
の捕集では、デシケーターの表面に結露した水分に DMSe が溶解してし
まったりすること、糞中などからの揮発性 Se が呼気中のセレンの分析に
与える影響を最小限に抑える為にも、本研究ではラットを人工呼吸器し
呼気を捕集した。Fig. 3-4.に示す装置に rat の代わりに 1 ml の 100 ng 
Se/ml DMSe aq を fresh air で 1 時間 purge し、-78 °C で trap した後、140 μl 
の氷冷水を加えた所、 80 ± 7 %の DMSe を回収する事ができた。ラット
の呼気、tidal volume 1 ml, 65 breaths/min を -78 °C で 1 時間 cold trap する
と 139.7 ± 2.0 g の固形物質が回収された。rat の呼気が 100 % RH である
為か、固形物質の回収量はほとんど変化がなかった。これを氷上でゆっ
くりと融解し、4 μl GC-ICP-MS に injection した。しかし、DMSe は標準
溶液作成、trap が容易ではなく、DMSe の定量の確実性は高くないものと
考えられた。よって本研究では MeSeCys, SeMet, MSAIVを 76Se, 77Se, 82Se
でそれぞれラベルし、同時に経口投与し比較することにより、それぞれ
の Se 化学種の代謝の違いを追跡した。Se 標識化合物投与前は、Fig. 3-5-
control に示す様に、DMSe の retention time にごくわずかに peak が観察で
きるのみであり、検出限界以下であった。Se 標識化合物投与後 1 時間で、
ラットに標識 Se 化合物を投与する前からラット体内に存在していた Se
が DMSe として排泄されていることが Fig. 3-5- (a) から確認できる。ヒト
では Se の supplement などの摂取なしに DMSe がわずかながら排泄されて
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いるとする報告があるため、rat においても (1 時間あたり、3.3 ng/ml × 
0.14 g (ml) = 46.2 ng 以下) ではあるものの DMSe が呼気中に排泄されてい
る可能性はある。投与後 1 h で MeSeCys, MSAIVに由来する DMSe が観察
された (Fig. 3-5-(b) 76Se-MeSeCys (d) 82Se-MSAIV)。一方、SeMet に由来す
る DMSe はほとんど観察されていない。MeSeCys, MSAIV に由来する
DMSe は投与後 1 h のみでなく、2 h, 3 h 後も多く排泄され、SeMet に由来
する DMSe はほとんど観察されなかった。また、全ての化合物で、
DMSe の排泄は 2 h で最大となり (Fig. 3-6)、DMSe 以外の Se 化合物は検
出されなかった (Fig. 3-5)。今回、rat に投与した Se 量は 25.0 μg Se/kg b.w. 
each で、 rat の体重が 154.7±1.3 g であるため、約 3850 ng each の標識化合
物を投与している。その内の投与後 0 ~ 3 h の間に 76Se-MeSeCys, 77Se-
SeMet, 82Se-MSAIVそれぞれ、0.039, 0.005, 0.062 %が DMSe として排泄さ
れた。 
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Fig. 3-5. GC-ICP-MS profiles of labeled Se in trapped liquid. DMSe 
originated form (a) endogenous Se in rats (78Se), (b) 76Se-MeSeCys, (c) 77Se-
SeMet and (d) 82Se-MSAIV was detected at retention time at 2.98 min. Intensities 
of 76Se, 77Se and 82Se-DMSe originated form endogenous Se were reduced by 
calculating (if m/z 78 > 3σ => intensity of m/z X – (intentensity of m/z 78 × 
natural abundance ratio of 78Se / natural abundance ratio of xSe). Where, X is 
mass number of Se.  
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Fig. 3-6. Quantitative determination of DMSe originated form endogenous 
Se in rats, 76Se-MeSeCys, 77Se-SeMet and 82Se-MSAIV. Expired gas was 
trapped 0 ~1 h, 1~2 h and 2~3 h after the oral administration. Statistical 
differences are indicated with *p < 0.05, after Friedman test and post-hoc Scheffe, 
and †p < 0.05, after one-way ANOVA and post-hoc Tukey). 
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 Se は呼気だけでなく、尿中にも排泄される。各標識化合物は代謝され、
尿中に排泄された (Fig. 3-7)。呼気では、標識化合物投与前ではほとんど
DMSe は観察されなかったのに対し、尿には標識化合物投与前から
Selenosugar が排泄されていた (Fig. 3-8)。全ての標識に由来する Se が排泄
されたが、その排泄量は MeSeCys>MSAIV>SeMet の順に多かった。本来、
artificial な化合物である MSAIV より、天然物である SeMet の利用率が悪
いとは考えにくい。しかし、MSAIV が GSH などの還元剤により迅速に
methylselenol を生じるとされるのに対し SeMet は methylselenol や selenide
へ代謝されるだけでなく、protein 合成の際 Met の analogue として組み込
まれることから、今回の様な短時間の観察では利用率が悪く見えるのか
もしれない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-7. Total concentrations of labeled Se in urine after the administration 
of labeled selenocompounds. Statistical difference is indicated with *p < 0.05, 
after one-way ANOVA and post-hoc Tukey. 
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 尿中 Se の speciation 結果 (Fig. 3-8.)では全ての標識化合物に由来する
selenosugar が観察され、selenosugar が最も major な排泄物であった。尿中
の total Se と同様で 77Se-SeMet に由来する Selenosugar は 76Se-MeSeCys, 
82Se-MSAIV に由来する Selenosugar よりも少なかった(Fig. 3-9-(a).)。また、
MeSeCys, MSAIVに由来する TMSe が多く排泄されていた (Fig. 53-9-(a,b))。
Se の methyl 化代謝経路の代謝産物であるとされる呼気中 DMSe は標識化
合物投与前では排泄は見られず、尿中の methyl 化代謝物であると考えら
れる TMSe も観察されなかった。Fig. 3-8.の retention time 15 ~ 19 min 付近
に見られる小さな peak の集まりはどのような化合物かはわからなかった。
しかし、標識化合物間で大きな違いが見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-8. Elution profiles of labeled Se in urine. Endogenous 76Se, 77Se and 
82Se were reduced. 
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 尿中には、標識化合物に由来する Se (76Se, 77Se, 78Se)が total として
MeSeCys, SeMet, MSAIV それぞれ、 6.32±0.47, 2.15±0.33, 4.78±0.55 %, 
Selenosugar として 3.98±0.17, 1.42±0.11, 3.31±0.51, TMSe として 0.29±0.09, 
0.04±0.02, 0.55±0.05 %が排泄された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-9. Concentrations of Selenosugar and TMSe in urine (a) and 
percentages of selenosugar and TMSe in total urine Se (b) after the 
administration of selenocompounds. Statistical differences between 
Selenosugars or TMSes are indicated with *p < 0.05, after one-way ANOVA and 
post-hoc Tukey. 
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考察  
 
Selenium (Se) はヒトにとって必須微量元素であり、Selenomethinine 
(SeMet), methylselenocysteine (MeSeCys), selenocysteine の様な有機 Se 化学
種を主に摂取している。Rat にそれぞれ濃縮安定同位体 77Se, 76Se, 82Se で
標識した SeMet, MeSeCys, Methylseleninic acid (MSAIV) を 25 μg Se/kg b.w.
で 投 与 す る と 、 77Se-SeMet, 76Se-MeSeCys, 82Se-MSAIV に 由 来 す る
selenosugars が排泄された。Selenosugars は selenoprotein と同じく selenide
から合成されると考えられるため、MeSeCys や MSAIV は生体内で
methylselenol となった後、脱メチル化を受け selenide へ変換されたものと
考えられる。一方、77Se-SeMet に由来する dimethylselenide (DMSe) はほ
とんど排泄されなかったが、76Se-MeSeCys や methylselenol を生じやすい
とされる 82Se-MSAIVに由来する DMSe, trimethylselenonium (TMSe) の排泄
が観察された。DMSe, TMSe は Se の抗腫瘍作用の本体であるとされる
methylselenol の代謝物であると考えられ、77Se-SeMet と比較して 76Se-
MeSeCys は生体内に methylselenol を生じやすいと考えられた。また、投
与した種ごとに DMSe, TMSe として排泄される割合が大きく異なる為、
urine, expired gas 中への DMSe や TMSe はどのような化学形で Se を摂取
しているのか評価する上で重要な biomarker となる可能性がある (fig. 3-
10)。 
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Fig. 3-10. Proposed metabolic pathway for Se compounds 
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総括 
 
生体内で selenide を生じさせる selenite をラットに投与しても TMSe が
尿中に排泄されることはなかったが、methysleenol を生じさせる MSAIV
をラットに投与すると尿中に TMSe が排泄されることから、生体内に
methylselenol が生じると尿中に TMSe が排泄されやすいことが分かった。
また、MSAIV を投与した場合も尿中のセレン代謝物の大半は selenide か
ら合成される Selenosugar であったことから methylselenol は大半が生体内
で脱メチル化代謝を受けていることが示唆された。(Suzuki et al., 2006b) 
Methylselrenol が生体内に生じると TMSe が排泄されやすくなる理由は、
生体内では selenide, methylselenol, DMSe, TMSe へと段階的メチル化代謝
が起こっており、methylselenol が DMSe, TMSe 生成の前駆体であること
をラットの肝臓、腎臓等のホモジネート、上清を使った実験で再確認し
た。また、この研究により、methylselenol が selenide へ脱メチル化される
ことも確認できた。(Ohta and Suzuki, 2008) 
GC-ICP-MS, HPLC-ICP-MS を用いた呼気、尿中のセレン化合物のスペ
シエーション分析の結果、それまでの研究結果と同様に MSAIV からは尿
中に TMSe が排泄されやすく、TMSe の前駆体である DMSe も呼気中に
排泄されやすかった。Methylselenol はセレンの代謝過程で生じる想定上
のセレン化合物であり、現在のところ直接測定することはできないが、
methylselenol のメチル化代謝により生成される DMSe, TMSe は生体内に
methylselenol が生じていることの重要な biomarker となりうるものである
ことを本研究は示している。(Ohta et al., 2009) 現在、セレンの研究では
in vitro では MSAIVが、 in vivo では SeMet が methylselenol を生じさせる
試薬として広く利用されている。MSAIV は GSH 等の還元剤により、
SeMet はγ-lyase により methylselenol を生じるとされている。MeSeCys は
SeMet と同様に自然界に存在するセレン化合物であり、β-lyase により
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methylselrnol を生じる。本研究では、MeSeCys, SeMet, MSAIVをラットに
経口投与し、呼気中、尿中のセレン代謝物を測定した。その結果、
MeSeCys, MSAIV からは呼気中に DMSe, 尿中に TMSe が排泄されやすく、
SeMet からは DMSe, TMSe はほとんど排泄されていなかった。よって、
MeSeCys, MSAIV は生体内で効率的に methyselenol が生成されていると推
測されるが、SeMet からはあまり methyselenol は生成されていないことを
示している。これは、SeMet を methylselenol に代謝するγ-lyase が、
MeSeCys を methylselenol に代謝するβ-lyase ほど効率よく methylselenol を
生じていない可能性がある。また、SeMet はタンパク質合成の際に Met
の代わりにタンパク質に組み込まれてしまうこと、Trans-selenation 
pathway により selenide に変換されてしまうことも SeMet が MeSeCys と
比較して効率よく methylselenol を生じない原因であると考えられる (fig. 
3-10) 。これまで、セレン強化イーストには前立腺がん予防効果があると
報告され、このセレンの前立腺がん予防効果には methylselenol が大きな
役割を果たしていると考えられている。米国で行われている SELECT で
は、被験者はセレン強化イーストの主成分 SeMet を 200  μg/day を摂取し
ている。しかし、SELECT では SeMet には前立腺がん予防が見込めない
という結果が出ている。これまで前立腺がん予防に効果があると報告さ
れているセレン強化イースト中には SeMet 以外にも MeSeCys 等の他の化
学形も含まれている、本研究の結果は、MeSeCys は SeMet よりもセレン
の抗腫瘍作用発揮に大きな役割を果たしている methysleneol を生体内で
生じやすく、セレンの抗腫瘍効果を効率よく発揮させるセレン化学形と
して検討に値するものであることを示している。 
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